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Abstrakt 
N-Myc Downstream-Regulated Gene 2 (NDRG2) proteinets præcise funktion er endnu ikke 
afklaret, men da det i hjerneceller er fundet opreguleret hos patienter med Alzheimers 
sygdom og nedreguleret i hjernecancer, er der interesse for at forstå dets funktion i celler. 
Udgangspunktet for dette projekt er en high throughput gær-2-hybrid screening, der er 
foretaget af Cathy Mitchelmore. I screeningen blev der anvendt det humane NDRG2 gen og et 
cDNA bibliotek af proteinerne i hjernevæv fra mus musculus. Resultatet af screeningen viste, 
at 21 af proteinerne danner specifikke komplekser med NDRG2.  
For at identificere disse proteiner udfører vi en restriktions- og sekvensanalyse. Derudover 
anvendes en udvidet version af gær-2-hybrid systemet for at verificere resultaterne af high 
throughput screeningen. 
De 21 interaktionspartnere til NDRG2 identificeres som proteinerne Microspherule Protein 1 
(mcrs1) og Apoptosis Inhibitor 5 (api5). Endvidere bekræftes det, at mcrs1 og api5 danner 
specifikke komplekser med NDRG2. På baggrund af disse resultater og fordi NDRG2 formodes 
at være en tumorsuppressor, opstilles der hypoteser om, at NDRG2 i cancerceller, kan hæmme 
API5 og derved fremme E2F-induceret apoptose, samt at NDRG2 hæmmer MCRS1’s effekt på 
cellers levedygtighed. 
   
Abstract 
The precise role of the N-Myc Downstream-Regulated Gene 2 (NDRG2) protein in the cell has 
not yet been elucidated, but because it is upregulated in brain cells of Alzheimer’s disease 
patients and downregulated in brain cancer, there is an interest in understanding its function 
in cells. The project is based on a high throughput yeast-2-hybrid screening, done by Cathy 
Mitchelmore. The human NDRG2 gene and a cDNA library of proteins from the brain tissue of 
mus musculus are used in the screening. The result of the screening revealed that 21 of the 
proteins form specific complexes with NDRG2. 
In order to identify these proteins we perform a restriction and sequence analysis. 
Additionally an extended version of the yeast-2-hybrid system is carried out to verify the 
results of the high throughput screening. 
The 21 interaction partners of NDRG2 are identified as the proteins Microspherule Protein 1 
(mcrs1) and Apoptosis Inhibitor 5 (api5). Furthermore it is confirmed that mcrs1 and api5 
form specific complexes with NDRG2. On the basis of these results and because NDRG2 is 
presumed to be a tumor suppressor, it is hypothesized that NDRG2 in tumorcells, inhibits 
API5 and promotes E2F-induced apoptosis, and that it inhibits MCRS1´s function in cell 
proliferation. 
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føler os privilegerede over at have haft lejlighed til at få indblik i og udføre relevant 
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Vi vil gerne takke vores projektvejleder, lektor Cathy Mitchelmore, for et væsentligt bidrag til 
forsøgets design. Endvidere takker vi Cathy Mitchelmore og laboratorieoverassistent Kirsten 
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Læsevejledning 
Denne rapport er opbygget således, at der først gives et indblik i den teoretiske baggrund for 
forsøget samt en introduktion til de involverede proteiner. Herefter følger en beskrivelse af 
vores eksperimentelle arbejde og resultater, der fører hen til en diskussion af resultaterne.  
For at skelne mellem humane og ikke-humane proteiner eller gener, samt mellem proteiner 
og gener, anvendes der følgende notation for NDRG2, API5 og MCRS1: Humane proteiner eller 
gener skrives med store bogstaver, f.eks. ’NDRG2’. Ikke-humane proteiner eller gener skrives 
med småt, f.eks. ’ndrg2’. Der skelnes mellem proteiner og gener ved at skrive gener i kursiv, 
f.eks. ’NDRG2’. 
Når betegnelsen ’mus’ anvendes, henvises der til den almindelige husmus, mus musculus. 
Et ord efterfulgt af tegnet ’*’, f.eks. ’apoptose*’, angiver, at ordet er forklaret i 
”Ordforklaringer”. Grundlæggende biologiske termer forklares ikke, da rapporten er rettet 
mod læsere med en bred forståelse for biologi, jævnfør målgruppen kapitel  1.2. 
Afsnit om gelelektroforese, restriktionsanalyse og sekvensanalyse er placeret i appendiks, da 
målgruppen forventes at have kendskab til metoderne. 
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1 Indledning 
Genet N-myc Downstream Regulated Gene 2 (NDRG2) koder for et protein, hvis præcise 
funktion endnu ikke er afklaret. Det er blevet påvist, at NDRG2 proteinet er nedreguleret i 
hjernecancerceller [Deng et al., 2003] og opreguleret i hjerneceller ved Alzheimers sygdom 
[Mitchelmore et al., 2007]. Derfor er forskning i genet NDRG2 relevant for både forskning i 
hjernecancer og Alzheimers sygdom. Dereguleringen af NDRG2 i disse sygdomme indikerer, at 
proteinet er involveret i nogle af de biologiske processer, der har sammenhæng med 
sygdommene. Disse processer er blandt andet cellevækst, apoptose* og degeneration af 
neuroner. 
Der er interesse for at bestemme NDRG2´s præcise rolle inden for de ovennævnte processer 
og derigennem i udviklingen af hjernecancer og Alzheimers sygdom. Da proteiner ofte 
fungerer ved at danne komplekser, forskes der, som et led i grundforskningen, i NDRG2’s evne 
til at danne komplekser med andre proteiner. Dannelsen af sådanne proteinkomplekser kan 
have en hæmmende eller fremmende effekt på én eller flere af funktionerne af det protein, der 
interagerer med NDRG2. Ligeledes kan det bindende protein påvirke NDRG2’s funktioner. Ved 
at klarlægge hvilke proteiner i musehjernen der kan danne komplekser med NDRG2, kan der 
forhåbentlig blive bidraget til forståelsen af NDRG2’s funktion og dermed muligvis til 
behandlingen af cancer og/eller Alzheimers sygdom. 
 
Dette eksperimentelle projekt tager udgangspunkt i forsøg foretaget af Cathy Mitchelmore. 
Første del af forsøget bestod af en screening af NDRG2’s kompleksdannelse med de proteiner, 
der udtrykkes i musehjernen. Grundene til at der anvendes musehjerneproteiner i forsøget er, 
at disse tilnærmelsesvis svarer til proteiner i menneskehjernen, og at NDRG2 i tidligere 
undersøgelser især kunne kobles til hjernecancer [Deng et al., 2003]. Screeningen kaldes et 
high throughput forsøg, da der på én gang testes for en mulig kompleksdannelse mellem 
NDRG2 og mere end 107 proteiner. Den anvendte metode er gær-2-hybrid systemet. I denne 
molekylærbiologiske metode indsættes gener, som koder for de pågældende proteiner, i 
gærceller. De ønskede proteiner udtrykkes således samtidig i cellerne, og der kan undersøges, 
om disse binder sig til hinanden. I gær-2-hybrid screeningen dannede ca. 80 proteiner et 
kompleks med NDRG2. Heraf kan flere af proteinerne være ens, da der i puljen af 107 
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Kan det bekræftes, at den humane form af NDRG2 proteinet danner specifikke komplekser 
med 21 formodede interaktionspartnere fra hjernen i mus musculus? Hvilke hypoteser kan 
der udledes om NDRG2 proteinets funktion på baggrund af en identifikation af disse 
proteiner? 
proteiner er flere af de samme proteiner. Et opfølgende gær-2-hybrid forsøg udført af Cathy 
Mitchelmore indikerer, at kun 21 proteiner ud af de ca. 80 proteiner danner specifikke 
komplekser med NDRG2. Derfor er det kun de 21, der er interessante at arbejde videre med. 
Termen `specifik´ referer til, at proteinerne kun har affinitet for nogle få proteiner og 
sandsynligvis ikke kan binde sig til mange andre proteiner. 
I dette projekt foretages både eksperimenter, der har til formål at verificere resultaterne fra 
de ovennævnte eksperimenter og at identificere de 21 proteiner. Målet med dette er at danne 
hypoteser om NDRG2´s funktion ud fra dets interaktionspartnere. 
1.1 Problemformulering og problemafgrænsning 
 
Grundet projektets tidsmæssige begrænsninger arbejdes der i de indledende forsøg kun med 
otte gener. I afsluttende eksperimenter sammenlignes de resterende 13 gener med de otte 
gener, der koder for de undersøgte proteiner.  
NDRG2 er relevant for både hjernecancer og Alzheimers sygdom, men i dette projekt 
fokuseres der primært på NDRG2’s rolle i cancer. 
Der findes en kort og en lang version af NDRG2, og i dette projekt arbejdes kun med den 
sidstnævnte. 
1.2 Målgruppe 
Målgruppen omfatter personer, der har et niveau svarende til at have læst et biologisk fag på 
universitetet i mindst 2 år, og har et kendskab til hyppigt anvendte laboratorieteknikker 
indenfor bioteknologi. 
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1.3 Metode 
Projektet er bygget op omkring et eksperimentelt arbejde, komplementeret af et litteratur-
studium. 
Rapporten indeholder teoriafsnit om NDRG2, gær-2-hybrid systemet og de proteiner, der er 
blevet identificeret som værende NDRG2’s interaktionspartnere.  
Gær-2-hybrid systemet benyttes for at efterprøve, om otte ud af de undersøgte 21 proteiner 
danner et specifikt kompleks med NDRG2.  
Derudover ønskes det, at generne, der koder for de otte proteiner, identificeres. Sekvensen af 
generne bestemmes ved sekvensanalyse, og på en database kan generne findes. Afsluttende 
sammenlignes de otte undersøgte gener med de 13 resterende gener ved hjælp af en 
restriktions- og sekvensanalyse for at afgøre, om der er ligheder imellem dem. 
Den eksperimentelle del af projektet består af: 
• Delforsøg 1: Oprensning af plasmider, i hvilke de otte gener er indsat, fra 
bakteriekulturer ved lysering og filtrering. Der udføres desuden en kontrol af, om der 
er plasmider i filtratet ved gelelektroforese. 
• Delforsøg 2: Kontrol af, om der er gener indsat i plasmiderne samt bestemmelse af 
længden af de indsatte gener ved restriktionsanalyse. 
• Delforsøg 3: Identifikation af gener ved sekventering med Sanger metoden. 
• Delforsøg 4 A-D: Test for kompleksdannelse mellem de otte gener og NDRG2 ved to 
varianter af gær-2-hybrid systemet; mating og co-transformation. 
• Delforsøg 5: Sammenligning mellem de resterende 13 gener og de undersøgte otte 
gener ved restriktionsanalyse. Yderligere sekventeres fire af de 13 gener med Sanger 
metoden. 
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2 Teori 
I det følgende vil der blive præsenteret grundlæggende teori om generne NDRG2, api5 og 
mcrs1 samt gær-2-hybrid metoden. Der er teoriafsnit om api5 og mcrs1, da det er disse gener, 
der er fundet ved sekventering og hvis proteiner formodes at binde sig til NDRG2. Generne vil 
blive beskrevet med henblik på deres funktion og udtryk i raske og cancerramte celler. Gær-2-
hybrid-systemet beskrives, da det anvendes i et forsøg på at påvise binding mellem NDRG2 og 
api5 samt mcrs1. 
2.1 NDRG2 
Dette afsnit belyser funktion og udtryksmekanisme af det humane NDRG2. 
NDRG-familien består af fire medlemmer, NDRG1-4 [Yao et al., 2003]. Det er stadig uklart, 
hvilke specifikke funktioner disse har i kroppen. Der er fundet en sammenhæng mellem can-
cer i hjernen og udtrykket af NDRG2, som giver anledning til en formodning om, at det er en 
tumorsuppressor. 
De fire medlemmer af NDRG-familiens proteiner er mellem 50 % og 65 % identiske. En ami-
nosyresekvensanalyse har herudover vist, at ligheden mellem NDRG proteinerne i mennesker 
og mus er 92 % til 97 %. [Zhou et al., 2001] 
 
NDRG2 er placeret på kromosom 14, besidder 16 exons samt 15 introns, og dets cDNA er 2024 
bp langt [Hu et al., 2004]. Der findes to versioner af genet NDRG2, NDRG2-l (long) og NDRG2-s 
(short), som adskiller sig fra hinanden ved at kode for proteiner med 14 aminosyrer til forskel 
[Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. I dette projekt anvendes den lange version af 
NDRG2.  
 
NDRG-familien har fået dens navn, da familien er reguleret af N-Myelocytomatosis (N-Myc) 
[Zhou et al., 2001]. Myc-familien er en familie af gener, hvis proteinprodukter er såkaldte 
transskriptionsfaktorer, det vil sige proteiner, der er nødvendige for at initiere transskriptio-
nen af andre gener og derved kan virke regulerende. Myc-familien består af en række gener, 
herunder c-, N- og L-myc [Zhang et al., 2006b].  
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Test med N-myc regulering viste, at NDRG2 ikke bliver stimuleret af N-myc [Deng et al,. 2003]. 
Derimod viste undersøgelser, at NDRG2 er c-Myc-reguleret [Zhang et al., 2006b]. Grundet den 
store lighed som NDRG2 har med resten af NDRG-familiens proteiner, anses det dog stadig 
som værende en del af den N-Myc-regulerede NDRG-familie. 
c-Myc´s reguleringsmekanisme af NDRG2 involverer transskriptionsfaktoren Mycinteracting 
zinc finger protein 1, (Miz-1) og sandsynligvis nogle andre faktorer. Mens c-Myc i sammenspil 
med Miz-1 hæmmer NDRG2´s transskription, formodes andre faktorer at reducere c-Myc´s 
repression af NDRG2 [Zhang et al., 2006b]. 
 
NDRG2 er udtrykt i alle væv, men dets udtryk er specielt højt i hjernen, hjertet og skeletmusk-
ler [Choi et al., 2003]. Ved empiriske målinger har man kunnet observere et udtryksmønster 
af NDRG2’s mRNA, der indikerer en sammenhæng mellem cellevækst og udtrykket af NDRG2 
[Yao et al., 2008]. NDRG2 er fundet dereguleret i cancervæv, hvor det enten er blevet markant 
nedreguleret eller slet ikke er udtrykt [Hu et al., 2004]. Det er blevet observeret, at det ellers 
høje udtryk af NDRG2 i hjernevæv er signifikant nedreguleret i hjernecancertypen, 
glioblastoma*, hvor udtrykket af NDRG2 blev målt til 50 % af normaludtrykket [Deng et al., 
2003]. Nedreguleringen af NDRG2 kan enten have været forårsaget af en opregulering af c-
myc [Zhang et al., 2006b] eller en hypermetylering* af NDRG2’s promoter region [Lusis et al. 
2005].  
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2.2 API5 
Et af de proteiner, der i vores forsøg har vist sig at interagere med NDRG2, er api5 der kodes 
af genet Apoptose inhibitor 5 (api5) også kendt som Antiapoptosis clone 11 (AAC-11) eller 
Fibroblast growth factor 2-interacting-factor (FIF).  
API5, findes normalt i cellekernen [Genecards, 2009], og er et endnu relativt uudforsket gen, 
hvis funktion formodes at have en forbindelse til cellevækst og celledeling. Proteinet er ofte 
fundet opreguleret i cancerceller [Morris et al., 2006], og dets navn henviser til dets 
hæmmende effekt på apoptose. Undersøgelser har vist, at API5 forlænger levetiden for celler 
uden vækstfaktorer [Tewari M, 1997], og at overudtrykt API5 beskytter 
livmoderhalskræftceller mod apoptose [JW Kim, 2000]. Fjernes API5 fra cancerceller, 
resulterer det i, at disse efterfølgende undergår apoptose [Morris et al., 2006]. Derfor ses der 
også muligheder i at bekæmpe tumor gennem hæmning af API5.  
Blandt API5’s interaktionspartnere findes vækstfaktoren Fibroblast growth factor-2 (FGF2). 
FGF2, der spiller en væsentlig rolle under celledeling i forbindelse med fosterudvikling og 
dannelse af nye blodceller, er fundet opreguleret samtidig med API5, i mindst én type leukemi. 
[Krejci et al., 2007]  
Det er vist, at celler, der overudtrykker API5, har en betydeligt længere levetid når de vokses 
ved lave vækstmediekoncentrationer [Van den Berghe, 2000]. De såkaldte High Molecular 
Weight (HMW) FGF2 proteiner, har tillige en positiv påvirkning på cellers levetid. [Thomas-
Mudge, 2004] Dette peger på, at hvis FGF2 og API5 danner et kompleks, kan de have en 
forstærkende effekt på hinandens virkning og dermed fremme cellevækst samt overlevelsen. 
API5 påvirker yderligere transskriptionsfaktoren E2F, dog uden at disse danner kompleks 
[Morris et al., 2006]. E2F regulerer gener, som koder for proteiner, der er essentielle for en 
celles faseovergang fra G1-fasen til S-fasen. E2F’s transskription af disse proteiner kan 
hæmmes af en kompleksdannelse med retinoblastoma protein (pRB), som derved er med til 
at kontrollere cellecyklussen. Dette er illustreret på Figur 1. 
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Figur 1 E2F er involeveret i transskriptionen af S-fasens proteiner under celledelingen. Som vist, hæmmer 
bindingen mellem pRb og E2F, E2F’s aktivitet. Frigivelse af E2F sker via komplekset Cdk4-Cdk6-cyklinD, der 
fosforylerer pRB, hvorved E2F frigives. [Alberts et al. , 2002]. 
Cellens overgang fra G1 til S fasen kræver induceringsfaktorerne, Cdk4, 6/cyklin D, der 
fosforylerer pRB og dermed reducerer dets bindings affinitet for E2F og resulterer i, at E2F 
bliver frigivet [Alberts et al., 2002]. Ved et forsøg er det blevet konstateret, at API5 fungerer 
som suppressor for E2F-induceret apoptose. E2F-induceret apoptose forekommer ved 
deregulering af E2F, men det vides ikke hvilken eller hvilke pathways der er involveret 
[Morris et al., 2006]. 
API5 genet findes i forskellige udgaver i mennesker og mus. I dette projekt anvendes api5 fra 
mus. Der benyttes en udgave af api5’s mRNA på 3702 nukleotider (nt), hvor den kodende del 
af mRNA’en, også kaldet Open Reading Frame (ORF) er 1515 nt. Dette mRNA translateres til 
504 aminosyrer. [NCBI, 2009a] 
Det humane API5 findes i isoformene a, b og c, der varierer i længden af aminosyrer de koder 
for. Isoformer kan enten skyldes alternative splicing* eller alternative translation initiation*.    
Isoform b af API5 har et mRNA på 3077 nt, hvoraf ORF er 1515 nt, altså samme størrelse ORF 
som api5 fra mus. Denne isoform resulterer også i 504 aminosyrer, som er 98 % identiske 
med aminosyresekvensen af api5 i mus. Dette kan ses i appendiks  V. Dette betyder at det kan 
antages at samme resultater vil opnås med humant API5, selvom vi i dette forsøg anvender 
api5 fra mus.  
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2.3 MCRS1 
Det andet protein der har vist sig at danne kompleks med NDRG2 kodes af genet 
Microspherule protein 1 (mcrs1). MCRS1 findes i flere varianter, med forskellige 
basesammensætning og genet går under flere navne, eksempelvis MSP58 og toj3. Disse to 
gener koder for to proteiner, der bliver sammenlignet med MCRS1 på Figur 2. Andre navne er 
P78, MCRS2, INO80Q og ICP22BP. 
 
Figur 2 Opstilling af aminosyresekvenser af MCRS1 og de nært beslægtede proteiner, toj3 og MSP58. q, h og m 
står henholdsvis for, at genet stammer fra vagtelen, mennesket eller mus. Aminosyrerne er nummereret i 
margenen og identiske aminosyrer er markeret med gul. Den blå boks viser Forkhead Associated Domain 
(FHA). Den røde boks har ikke betydning i denne sammenhæng. Figur fra [Bader et al., 2001]. 
C-terminalen af MCRS1/MSP58 indeholder et forkhead associated domain (FHA). Et FHA 
domæne er et fosforpeptid-bindingsdomæne. Dette betyder at domænet kan binde sig til 
fosforpeptider eller peptider i en fosforyleringsproces. Forekomsten af et FHA domæne i et 
protein, indikerer at det kan være involveret i regulering af transskription, DNA-reparation 
og/eller progression af cellecyklussen. [Zhang et al., 2006a] 
Disse påstande understøttes af en række forsøg. Et forsøg viser, at MCRS1 danner kompleks 
med DIPA, et protein, som kan hæmme gentransskriptionen, og at MCRS1 kan forstærke 
denne inhibition [Du et al., 2006]. MCRS1 hæmmes af tumorsuppressoren PTEN [Okumura et 
al., 2004], som ofte er inaktiv eller muteret i flere cancer former, blandt andet glioblastoma. 
Dette indikerer en mulig sammenhæng mellem MCRS1 og udvikling af cancer. 
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MCRS1 vurderes til at være af stor betydning for cellers levedygtighed, hvilket understreges af 
et forsøg af Hirohashi et al. (2006) med siRNA knockdown* af MCRS1/P78. Dette ledte til 
celledød og forsinkelse af mitose i cellerne. Samme forskergruppe beskriver, at MCRS1 
interagerer med proteinkomplekset NDE1-SU48, som findes i centrosomet, et organel der 
blandt andet er ansvarligt for korrekt adskillelse af kromosomer ved celledeling. Organellet er 
en central del af cellen og er essentielt for cellens levedygtighed. Hirohashi et al. (2006) viste 
desuden at en forstyrrelse af NDE1-SU48 proteinkompleksets funktion medførte unormal 
celledeling. MCRS1 kan også lokaliseres i selve centrosomet, hvilket indikerer en 
sammenhæng mellem MCRS1 og levedygtighed af celler. Ved alle disse interaktioner er 
MCRS1´s FHA domæne involveret [Hirohashi et al., 2006].  
MCRS1´s funktion er således et kompliceret sammenspil mellem mange forskellige proteiner i 
cellen og derfor er det svært at redegøre for dets præcise funktion.  
2.3.1 Co-lokalisering af MCRS1 og NDRG2 
For at undersøge hvilke dele af MCRS1 der interagerer med NDRG2, blev forskellige længder 
af proteinerne afprøvet for kompleksdannelse. Deletion af 115 aminosyrer i N-terminalen af 
MCRS1 viste, at dette ikke har indflydelse på proteinernes interaktion. Et forsøg med 
forkortede udgaver af NDRG2 påviser, at det kun er den fulde længde af NDRG2 der kan 
interagere med MCRS1. [Zhang et al., 2006a] 
I forsøg med udgaver af MCRS1, hvor aminosyrer i FHA domænet i C-terminalen var blevet 
slettet, fandt man ingen interaktion med NDRG2. Dette tyder på at domænet er uundværligt 
for MCRS1’s interaktion med NDRG2. Ved hjælp af sekvensanalyse, har man fundet frem til at 
NDRG2’s C-terminal indeholder flere potentielle fosforylerings punkter. Disse punkter er 
sandsynligvis de områder, der indgår i kompleksdannelsen mellem NDRG2 og MCRS1. [Zhang 
et al., 2006a] 
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Figur 3 Øverste række: Billederne viser at RFP-NDRG2 er placeret primært i cytoplasmaet, mens GFP-MCRS1 er 
placeret primært i cellekernen under normale omstændigheder. Nederste række viser, at induceret iltmangel 
translokerer NDRG2 til cellekernen hvor MCRS1 forbliver. Merge er en digital overlapning af de to billeder. 
Figur fra [Zhang et al., 2006a] RFP er Red Flouresence Protein og GFP er Green Flouresence protein. 
Da NDRG2 er fundet i cellens cytoplasma og MCRS1 i cellekernen, er en translokation 
nødvendig, for at disse kan interagere. 
For at teste om de to proteiner kan co-lokaliseres, mærkede Zhang et al. (2006a) NDRG2 med 
Red Flouresence Protein (RFP) og MCRS1 med Green Flouresence protein (GFP). Disse blev 
transformeret ind i HeLa* celler og det udtrykte protein blev undersøgt under et mikroskop. 
På mikroskopbillederne, der er afbildet på Figur 3, kan det ses, at det meste af GFP-MCRS1 
befinder sig i cellekernen, men også en lille del i cytoplasmaet. RFP-NDRG2 befinder sig 
primært i cytoplasmaet. Under normale omstændigheder er det altså kun en lille del af MCRS1 
og NDRG2 som er co-lokaliseret i cytoplasmaet og cellekernen.  
Behandling med NiCl2 fører til hypoxia* for cellen, hvilket muliggør en translokation af NDRG2 
fra cytoplasmaet til cellekernen.  
Der kan derfor fremsættes en hypotese om, at MCRS1 fungerer som transportprotein for 
NDRG2, men en opregulering af MCRS1 førte ikke til en translokation af NDRG2 [Zhang et al., 
2006a]. Dette tyder på, at translokationen af NDRG2 til cellekernen sker ved andre 
mekanismer, eller muligvis interaktion med andre proteiner end MCRS1.  
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2.4 Gær-2-hybrid systemet 
Dette afsnit indeholder en introduktion til den generelle teori bag metoden, hvorefter de 
specifikke materialer, der anvendes i eksperimentet, beskrives. 
Gær-2-hybrid systemet er en hyppigt anvendt molekylærbiologisk metode til at undersøge 
kompleksdannelser mellem proteiner eller mellem proteiner og DNA. Målet med metoden er 
at få informationer om, hvorvidt der sker en kompleksdannelse. Idet proteiners funktion ofte 
består i at binde sig til og påvirke andre proteiner eller DNA, kan kompleksdannelser give et 
hint om proteiners funktion. Der kan altså udledes noget om et proteins funktion fra de 
kendte interaktionspartnere. I dette projekt er det kun protein-protein interaktioner, der 
undersøges. Derfor refereres der i det følgende, altid til proteinkomplekser, når der tales om 
komplekser. 
 
Det grundlæggende princip bag systemet er at lade modificerede gærceller udtrykke de to 
proteiner, som undersøges for kompleksdannelse. Gærcellerne vokses på et bestemt 
vækstmedium, der kun tillader vækst af celler med et kompleks mellem de to proteiner. Dette 
gøres ved hjælp af en indbygget positiv selektionsmekanisme. Det praktiske ved gær-2-hybrid 
systemet er, at der kan testes for ét proteins interaktioner med mange proteiner på én gang, 
da kun de positive testresultater bevirker vækst af gærcellerne. Når ét proteins bindingsevne 
testes for mange proteiner på én gang, kaldes det en gær-2-hybrid screening eller et high 
throughput forsøg. Til en screening anvendes der ofte cDNA biblioteker*. Det er fordelagtigt at 
benytte systemet hvis man ikke har mulighed for at benytte mammale celler, da gærceller er 
en god tilnærmelse til disse. 
 
Den positive selektionsmekanisme bygger på, at bestemte essentielle gener for gærcellen kun 
bliver udtrykt, hvis de to undersøgte proteiner danner et kompleks. Disse gener kaldes 
rapportergener. I det følgende forklares den biologiske baggrund for denne mekanisme. 
For at eukaryote celler kan transskribere et gen, er det nødvendigt at en 
transskriptionsfaktor, også kaldet en transskriptionsaktivator, binder sig til promoteren på 
genet. Transskriptionsaktivatoren er et protein, der består af to domæner*, bindingsdomænet 
(BD) og aktiveringsdomænet (AD), som er kovalent bundet til hinanden. BD sørger for, at 
transskriptionsfaktoren kan binde sig til DNA-strengen, og AD tiltrækker RNA-polymerasen, 
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der starter transskriptionen af genet. I gær-2-hybrid-systemet udnyttes det, at BD og AD ikke 
behøver at være kovalent bundet til hinanden for at kunne initiere transskriptionen. Det er 
tilstrækkeligt, hvis de to domæner er tæt på hinanden.  
Som afbildet på Figur 4, vil BD og AD være tæt på hinanden og kunne initiere transskriptionen 
af rapportergenerne, hvis de er kovalent bundet til proteiner, der danner et kompleks. Derfor 
fremstilles fusionsproteiner*, hvor DNA-sekvenserne af to gener placeres lige efter hinanden i 
et plasmid, se Figur 5. Det ene fusionsprotein består af BD samt et protein, betegnet bait eller 
lokkemad. Det andet indeholder AD samt et protein, betegnet prey eller bytte. I eksperimentet 
er bait altid det samme protein og prey udgøres af de forskellige proteiner, som generne i 
cDNA-biblioteket koder for.  
 
Figur 4 Der produceres to fusionsproteiner, der enten består af domænerne BD samt bait eller af AD samt prey. 
Når bait og prey binder sig til hinanden, er AD og BD tæt ved hinanden og således i stand til både at binde sig 
til promotoren af rapportergenet samt at tiltrække RNA-polymerasen. Når transskriptionen initieres, 
udtrykkes rapportergenerne. Figur fra [Sobhanifar, 2008] 
Der er to metoder til at indsætte de to rekombinante plasmider med generne, der koder for 
BD-bait fusionsproteinet eller AD-prey fusionsproteinet, i gærceller. Der kan foretages en co-
transformation, hvor begge plasmider transformeres* ind i den samme gærstamme på én 
gang. Eller en mating, hvor de to plasmider transformeres ind i to forskellige gærstammer, 
som formeres kønnet bagefter. Ved mating vil afkommet af de to gærstammer indeholde 
begge plasmider. 
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2.4.1 Anvendelse af gær-2-hybrid systemet 
I dette afsnit beskrives først egenskaberne af materialerne, der anvendes i forsøget, hvorefter 
det forklares, hvordan disse egenskaber danner grundlag for den positive 
selektionsmekanisme i gær-2-hybrid systemet. 
 
Til dette projekts eksperimenter benyttes NDGR2 som bait, mens prey udgøres af nogle af 
generne fra et cDNA bibliotek over de gener der udtrykkes i hjernen hos mus. Der er to 
grunde til at vælge dette cDNA-bibliotek. For det første er der stor overensstemmelse mellem 
proteinerne i hjernen hos mus og mennesker. For det andet er der især blevet forsket i 
NDRG2´s påvirkning af cancer i hjernen.  
Plasmidet pGBKT7 anvendes som bait vektor og pACT2 som prey vektor, se Figur 5. pGBKT7 
indeholder gener, der koder for proteiner, som giver gærceller muligheden at syntetisere 
aminosyren leucin (Leu) og resistens imod antibiotikummet ampicillin (AmpR). I pACT2er der 
tilsvarende gener, der er essentielle for dannelsen af aminosyren tryptophan (Trp) og 
resistens imod antibiotikummet kanamycin (KanR). 
 
Figur 5 Bait og prey er indsat i to forskellige plasmider, henholdsvis i pGBKT7 lige efter BD-genet og i pACT2 
lige efter AD-genet. Celler med pGBKT7 kan syntetisere aminosyren leucin og har resistens imod ampicillin. 
Celler med pACT2 kan syntetisere tryptofan og har resistens imod kanamycin.  
I forsøget testes for kompleksdannelse mellem NDRG2 og otte ud af de 21 proteiner, der er 
blevet fundet af Cathy Mitchelmore, og mellem NDRG2 og Lamin C samt p53. Lamin C og p53 
anvendes her som negative kontroller, da de ikke danner komplekser med NDRG2 [Personlig 
kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. Lamin C og p53 indsættes i pGADT7, et plasmid der, 
ligesom pACT2, indeholder generne for AD, AmpR og Trp1. 
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I eksperimentet anvendes to modificerede gærstammer; AH109 samt Y187, disse er gode 
mating-partnere. Stammerne er designet til anvendelse i gær-2-hybrid systemet. AH109 
stammen mangler evnen til at producere Leu, og Y187 mangler evnen til producere Trp. 
Desuden har begge gærstammer tre rapportergener, his3, ade2 samt mel1, der deler den 
samme promoter. Rapportergenerne his3 og ade2 koder for proteiner, der henholdsvis er 
involveret i syntesen af aminosyrerne histidin (His) og adenin (Ade). mel1 bevirker, at 
gærcellerne farves blå, hvis X-α-Gal, et bestemt substrat, er til stede i vækstmediet. 
Promoteren af rapportergenerne aktiveres af GAL4 transskriptionsfaktoren. Det er altså 
GAL4, der splittes i domænerne BD og AD, som er indsat i henholdsvis pGBKT7 og pACT2. 
Transskriptionen af rapportergenerne initieres kun, hvis fusionsproteinerne binder sig til 
hinanden. 
 
Da gærcellerne ikke er i stand til at fremstille Trp, Leu, His samt Ade, er deres overlevelse 
afhængig af, at begge plasmider, der kan producere Trp og Leu, er til stede, og at 
rapportergenerne his3 og ade2 bliver udtrykt. Hvis vækstmediet indeholder Trp, Leu, His og 
Ade, kan cellerne dog overleve uden, at disse betingelser er opfyldt. 
I eksperimentet vokses gærcellerne på plader med to forskellige medier, double dropout 
(DDO) og quadruple dropout (QDOx). DDO mangler kun Trp og Leu, hvorimod QDOx mangler 
alle fire essentielle stoffer og indeholder X-α-Gal. DDO-pladerne kan således opfattes som 
kontrol for, om gærcellerne har optaget begge plasmider, og derved kan fremstille Trp og Leu. 
QDOx-pladerne afslører, om bait og prey danner et kompleks, idet alle rapportergenerne skal 
være udtrykt, for at cellerne kan overleve. Igennem farvningen af cellerne ved hjælp af X-α-
Gal, kan cellevæksten nemt detekteres, og det er et yderligere bevis for, at rapportergenerne 
udtrykkes. 
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3 Eksperimentelt arbejde 
Forud for vores forsøg, har Cathy Mitchelmore udført en screening for at bestemme hvilke 
proteiner i musehjernen, der danner et kompleks med NDRG2. Screeningen viste, at 80 
proteiner bandt sig. 21 af disse, viste sig at danne specifikke bindinger med NDRG2. 
Herudover blev der foretaget en restriktionsanalyse, der indikerede at flere af generne kunne 
være ens. 
Gennem vores eksperimentelle arbejde ønsker vi blandt andet at efterprøve disse resultater. 
Vi ønsker at identificere generne for de 21 proteiner og at afgøre, om flere af disse er ens. 
Herudover undersøges det, om de udtrykte proteiner kan danne et specifikt kompleks med 
NDRG2. Dette gøres gennem en række delforsøg. Forsøgene udføres for otte af de 21 
proteiner, af hensyn til projektetforløbets tidsbegrænsninger.  
Delforsøgene består blandt andet af en oprensning af DNA fra en tidligere opformering 
fortaget af Cathy Mitchelmore. Herudover foretages en restriktionsanalyse, der har til formål 
at give et praj om eventuelle ligheder mellem DNA-sekvenserne. En efterfølgende 
sekventering giver mulighed for at identificere hvilke gener DNA-sekvenserne koder for. Disse 
kan benyttes til at af- eller bekræfte resultaterne fra restriktionsanalysen. Med gær-2-hybrid 
systemet undersøges der for specifik kompleksdannelse ved at transformere pladsmiderne 
ind i gærceller, som vil udtrykke fusionsproteinerne samtidig. 
Efter endt undersøgelse og analyse af de otte gener, viste det sig at tiden tillod udførelse af en 
yderligere analyse og sammenligning af de 13 resterende gener, med de otte allerede 
undersøgte gener. Ved den yderligere analyse, blev der benyttet restriktionsskæring og 
sekventering. 
  
 
Figur 6: Overordnet flowdiagram for det eksperimentelle arbejde. De røde markeringer angiver de dele af fo
søget som er blevet udført af Cathy Mitchelmore.
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Det følgende er en beskrivelse af delforsøgene udført af gruppen selv. Indledende er en 
kortere beskrivelse af det forudgående arbejde udført af Cathy Mitchelmore. Opformering og 
transformering, udført af Cathy Mitchelmore, bliver ikke beskrevet. 
Udførlige flowdiagrammer for delforsøgene findes i appendiks  IV. 
3.1 Screening for NDRG2-komplekser 
Forud for vores projekt er der blevet foretaget grundlæggende eksperimentelt arbejde, der 
havde til formål at afsløre kompleksdannelse mellem NDRG2 og proteiner i musehjernen. 
Dette arbejde blev udført af Cathy Mitchelmore og bestod blandt andet af en såkaldt gær-2-
hybrid screening.  
Gærceller, indeholdende plasmider med NDGR2-l (long), blev matet med en opløsning af 
gærceller indeholdende plasmider med generne for proteiner i musehjernen, fra et cDNA-
bibliotek. En udpladning på QDOx vækstmedie, viste ca. 80 gærkolonier, hvor cellerne havde 
optaget begge plasmider, og de udtrykte proteiner dannede kompleks. Plasmiderne, med 
ukendte gener fra cDNA-biblioteket, blev oprenset fra de ca. 80 kolonier for herefter at kunne 
anvendes til videre forsøg.  
De 80 oprensede plasmider blev igen transformeret ind i gærceller som mates, for herefter at 
og testes for specifik kompleksdannelse med NDRG2-l/s. BD og p53 havde til formål at 
fungere som negative kontroller. QDOx udpladningen viste at 21 proteiner dannede specifikt 
kompleks med NDRG-l/s og altså ikke bandt sig til hverken BD eller p53.  
Efter testen for specifik kompleksdannelse, blev der foretaget en restriktionsanalyse af de 21 
gener. Restriktionsanalysen indikerede at flere at generne kunne være ens. 15 og seks gener 
viste sig at have lignende fragmentstørrelser. [Personlig kommunikation: Mitchelmore, 
Cathy].    
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3.2 Delforsøg 1 – Oprensning af DNA fra bakterier 
Plasmider med de otte gener er blevet indsat i bakterier, med henblik på at opformere 
DNA’en.  I dette forsøg oprenses plasmider fra bakteriecellerne. Oprensningen danner base 
for de efterfølgende delforsøg, da DNA’en senere benyttes til restriktionsanalyse, 
sekvensanalyse og co-transformation. 
3.2.1 Metode  
Oprensning af plasmider sker ved at lysere bakteriernes cellemembran med en 
lyseringsvæske. Herefter centrifugeres de ødelagte cellerester fra, og plasmiderne med 
generne er tilbage i supernatanten. Supernatanten føres igennem et filter, hvor kun 
plasmiderne bindes, og alt overskydende sorteres fra ved rensning. Efter rensning af de 
filterbundne plasmider, frigøres disse fra filteret. Opløsningerne med det oprensede plasmid 
indeholder vektoren pACT2, med ét af prey-generne indsat, og kaldes efterfølgende 
pACT2+prey. Af praktiske årsager deles prey-generne i to grupper og navngives som følger; A, 
B, C, D og I, II, III, IV.  
Som kontrol for oprensningen udføres en gelelektroforese af de otte plasmidopløsninger, 
pACT2+preyA-D, I-IV. Resultatet skal bekræfte at der er plasmider til stede i pACT2+prey-
opløsningerne. Ved at se på båndenes intensitet på gelelektroforesebilledet på Figur 7, vurde-
res det, hvilken mængde plasmidopløsning, der bør anvendes i de kommende delforsøg. 
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3.2.2 Resultater 
 
På Figur 7 ses den gelelektroferese, der benyttes som kontrol af oprensningen.  Figuren viser 
tydeligt at der er DNA i alle vores pACT2+prey prøver. Båndenes intensitet viser, at der er en 
tilstrækkelig mængde DNA i opløsningerne. Resultaterne er tilfredsstillende og viser at 
oprensningen af DNA er lykkedes. Dermed kan delforsøg 2 påbegyndes.  
3.3 Delforsøg 2- Analyse af gener - restriktionsanalyse 
I følgende delforsøg, udføres en restriktionsanalyse, hvor plasmiderne med de indsatte gener 
klippes ved bestemte restriktionssites* ved hjælp af restriktionsenzymer*. Efter at have 
klippet plasmiderne, foretages en gelelektroforese af de otte prøver. Herigennem opnås 
informationer om de indsatte geners størrelse og eventuelle restriktionssites. Ud fra 
resultaterne på gelen er det muligt at vurdere om nogle af generne ligner hinanden, hvilket er 
blevet antydet af tidligere forsøg.  
Figur 7 viser de otte plasmidopløsninger; A, B, C, D, I, II, III og IV. I hver af disse brønde er loadet 6 
µL plasmidopløsning, herudover er der loadet 2x 2 µL ladder. De mørke bånd i disse brønde bekræf-
ter at oprensningen er vellykket og at opløsningerne indeholder plasmiderne. A-D er loadet på gelen 
tidligere end I-IV, og er derfor migreret længere. 
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3.3.1 Metode 
pACT2+prey skæres med restriktions-
enzymerne EcoRI og XhoI anvendes. 
Når cirkulært DNA skæres, er der altid 
samme antal fragmenter som restrikti-
onssites i plasmidet. Restriktionssites 
for plasmidet pACT2 kendes og er af-
bildet på Figur 8.  
Prey genet er indsat i plasmidet lige 
efter genet for aktivationsdomænet, 
AD, mellem de to restriktionssites for 
restriktionsenzymerne EcoRI og XhoI. 
Det vides endnu ikke, hvorvidt de ind-
satte gener indeholder restriktionssites for EcoRI og XhoI. 
Efter skæringen foretages en gelelektroforese af de otte prøver. Hvis der ikke er indsat et gen i 
plasmidet og der klippes med XhoI og EcoRI, forventes det at der fremkommer ét fragment. 
Teoretisk er der også et fragment mellem de to skæringssites, men da det kun er på ni basepar 
vil det ikke være synligt på vores gelelektroforese. Derfor vil mindst to fragmenter på gelen, 
bekræfte at der er indsat et gen.  
  
Figur 8: Plasmidet pACT2 benyttes som vektor for prey-
generne. På figuren oplistes placeringen af restriktions-
sites, gener samt origin of replication på plasmidet for 
både bakterier og gær. GAL4AD koder for aktivationsdo-
mænet AD. 
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3.3.2 Resultater   
 
Resultatet fra gelelektroforesen ses på Figur 9. Restriktionsanalysen giver et indtryk af de otte 
geners længde og viser antallet af EcoRI og XhoI restriktionssites i de indsatte gener. På 
gelbilledet ses det, at to af plasmiderne er klippet i tre fragmenter. Ud fra dette kan vi 
konkludere, at de to plasmider indeholder indsatte gener, og yderligere at disse gener 
indeholder et restriktionssite for et af de to anvendte enzymer. De resterende seks plasmider 
er klippet i hver to fragmenter, hvilket bekræfter at der er indsat et gen i plasmiderne. 
Udover at bekræfte, at der findes indsatte gener i plasmiderne, viser gelbillederne også, at 
flere af plasmiderne ligner hinanden. Plasmiderne I og C har tre fragmenter, hvis størrelser 
minder om hinanden. Ligeledes ses en lighed mellem størrelse og antal fragmenter i prøverne 
II, III, IV, A, B og D. Det formodes derfor, at de otte undersøgte gener, er kloner af kun to gener.  
Efter at have konkluderet, at der er gener indsat i plasmiderne, kan forsøget føres ind i næste 
fase, nemlig sekventeringen. Ved sekventering kan formodningerne fra restriktionsanalysen, 
om sammenfald mellem gener be- eller afkræftes. 
  
Figur 9 Figuren viser resultatet af restriktionsskæring med XhoI og EcoRI. Gelen er loadet med 8x12 
µL skåret plasmider og 3x5 µL ladder. Det ses at plasmiderne i prøverne I og C er klippet i tre frag-
menter, mens plasmiderne i de resterende prøver er klippet i to fragmenter. Sammenligning med 
ladderen giver en indikation af fragmenternes og dermed genernes størrelse. 
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3.4 Delforsøg 3 - Identifikation af gener - sekvensanalyse 
For at identificere de indsatte gener, udføres en sekvensanalyse. Gennem sekventering kan 
genernes baserækkefølge bestemmes, og ud fra dette kan det videre bestemmes, hvilke 
proteiner generne koder for. Se appendiks  II for en detaljeret beskrivelse af 
sekventeringsmetoden. 
Den anvendte metode kaldes Sanger metoden og benytter sig af DNA-polymerasers egenskab 
til at syntetisere DNA. DNA-polymeraser benytter en primer, en DNA template, genet der 
ønskes sekventeret og frie nukleotider for at danne den komplementære streng. Nogle af de 
nukleotider, der benyttes, er mærket med et fluorescerende stof, der kan måles i en detektor. 
Når DNA’en er replikeret, denatureres den, hvorefter prøverne med den enkeltstrengede DNA 
overføres til sekventeringsmaskinen, der kun kan aflæse enkeltstrenget DNA. Ved hjælp af 
laser og en detektor kan de fluorescerende nukleotider måles, og sekvensen bestemmes. 
Resultaterne fortolkes ved hjælp af programmet Chromas, hvorigennem sekvenserne 
identificeres.  
3.4.1 Metode 
Sekvensreaktionen forløber ved at opløsningerne inkuberes ved varierende temperatur, som 
styres af et PCR-apparat. Det replikerede DNA renses og tørres. Inden prøverne overføres til 
sekventeringsmaskinen, denatures DNA’en ved at opvarme prøverne. Prøverne overføres til 
PCR-rør og køres i sekventeringsmaskinen.  
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3.4.2 Resultater  
Prøve Forespørgsel Subjekt Resultat Max ident 
I 158 570 mcrs1 89 % 
II 133 216 api5 95 % 
III Intet hit Intet hit Intet hit 0 % 
IV 155 219 api5 95 % 
A 133 216 api5 93 % 
B 132 216 api5 94 % 
C 139 480 mcrs1 96 % 
D 126 216 api5 95 % 
Tabel 1: Resultater fra sekventeringen. Forespørgsel viser hvornår den fundne sekvens begynder at matche 
genet fra databasen. Subjekt angiver hvor mange nukleotider i databasegenet, der ligger før det punkt hvor 
databasegenet og det sekventerede gen matcher. Max ident fortæller hvor stort sammenfaldet mellem de to 
gener er og resultat fortæller hvilket gen forespørgslen er blevet identificeret til. Den fundne sekvens for gen 
III gav intet match i databasen.  
Når sekventeringsmaskinen er færdig med sekventeringen, overføres dataen til en computer 
og kan via Chromas fortolkes som en sekvens. Ved at bruge Basic Local Alignment Search Tool  
(BLAST) [NCBI, 2009b], kan de sekventerede gener identificeres. Resultaterne fra sekvente-
ringen og databasesøgningen sammenfattes i Tabel 1. 
I Tabel 1 ses resultatet af programmets sammenligning mellem den undersøgte gensekvens, 
forespørgslen, og den gensekvens i databasen, der matcher denne bedst, subjekt. Tallene i 
Tabel 1 indikerer, hvor i sekvenserne sammenfaldet mellem dem findes. Igennem database-
søgningen findes det sted i sekvenserne, hvor der begynder at være overensstemmelse mel-
lem forespørgslen og subjektet. I gen I’s tilfælde er der overensstemmelse efter 158 bp i fore-
spørgslen og 570 bp i subjektet.  
Resultaterne viser, at der er to forskellige gener, mcrs1 og api5. Henholdsvis fem og to af de 
undersøgte gener viste sig at være api5 og mcrs1. Tabel 1 viser herudover, at procentdelen af 
identiske baser i forespørgslen og subjektet ligger mellem 89 % og 95 %. Forskellen på 
længden af de forskellige sekvenser skyldes variationen i størrelsen af de forskellige kloner 
fra cDNA biblioteket.  
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Da generne er identificeret, kan der nu laves en sammenligning af resultaterne fra 
sekventeringen og restriktionsanalysen. Størrelsen af generne fra databasen sammenholdes 
med størrelsen af de fragmenter som restriktionsanalysen viser. Ifølge sekventeringen er de 
undersøgte gener api5 på 3702 bp og mcrs1 på 1910 bp, hvoraf mcrs1 indeholder et XhoI 
restriktionssite ved 984 bp. Sekvensanalysen viser, at det ikke er hele genet, der er indsat i 
vores plasmider. Ser man på Tabel 1, viser tallene i rækken ”subjekt” at generne mangler et 
antal basepar i starten. Eksempelvis mangler gen I, identificeret som mcrs1, de første 570 bp. 
Dette skyldes teknikken til at fremstillle cDNA biblioteket. Ved indsættelse af de forskellige 
gener i plasmider, bliver der klippet en del af genet af. Dette ses normalt i kommercielt 
fremstillede cDNA biblioteker [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. Hvis de 
manglende basepar ligger før ORF, har de ingen betydning for aminosyresekvensen af 
proteinet. 
De undersøgte gener er, som nævnt, indsat mellem de to restriktionssites for XhoI og EcoRI, 
der er placeret ved henholdsvis 5052 bp og 5061 bp i plasmidet pACT2. 
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Tabel 2 viser skæringssites for restriktionsenzymerne XhoI og EcoRI i generne og i plasmidet pACT2. 
Herudover er genernes størrelse og de beregnede fragmentstørrelser angivet. Manglende bp angiver hvor 
mange nukleotider der ikke er til stede i de undersøgte indsatte gener i forhold til databasegenerne. 
Der ses en tydelig sammenhæng, når man sammenholder disse data med resultaterne fra del-
forsøg 2, se Figur 9. I brøndene II, III, IV, A, B og D, alle identificeret som plasmider indehol-
dende api5, ses næsten identiske bånd ved ca. 3500 bp. Dette svarer til api5 genet på 3702 bp, 
minus de ca. 200 bp som sekventeringen viste der manglede i starten af genet, plus de 9 bp 
mellem de to restriktionssites. I brøndene I og C, indeholdende mcrs1, ses større afvigelser 
mellem fragmentstørrelserne. Dette skyldes i høj grad, at der her er større forskel på, hvor 
meget af generne der mangler. Der ses to næsten identiske bånd omkring 1000 bp, disse sva-
rer til det ene fragment af de klippede mcrs1 gener, 1910 bp til 984 bp. De resterende to frag-
menter, der ligger henholdsvis lidt over 400 bp og lidt over 500 bp, stemmer overens med 
sekventeringens resultat på 570 og 480 manglende basepar, se Tabel 2. 
  
 
XhoI 
skæringssite 
EcoRI  
skæringssite 
Manglende 
bp i start 
Længde af 
fragmenter (bp) 
pACT2 5052 5061 - 8182 
mcrs1 984 - - 1910 
api5 - - - 3702 
I - mcrs1 984 - 570 
926 (1910-984) 
414 (984-570) 
II - api5 - - 216 3486 (3702-216) 
III - api5 - - ? ? (3702- ?) 
IV - api5 - - 219 3486 (3702-216) 
A - api5 - - 216 3483 (3702-219) 
B - api5 - - 216 3486 (3702-216) 
C - mcrs1 984 - 480 
926 (1910-984) 
504 (984-480) 
D - api5 - - 216 3486 (3702-216) 
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Resultaterne fra restriktionsanalysen har altid en vis usikkerhed, da aflæsning af 
fragmentstørrelser på billeder fra en gelelektroforese kan give unøjagtige resultater. Dog er 
de gode til at give en idé om størrelserne af gener og plasmider. Metoden er især god når man 
arbejder med gener med mere end to restriktionssites og man derfor kan sammenligne de 
enkelte fragmenters størrelser mod de forventede. Når resultaterne fra restriktionsanalysen 
sammenholdes med resultaterne fra sekvensanalysen, understøtter og bekræfter de to 
metoder hinandens resultater. Da der er overensstemmelse mellem sekvens- og 
restriktionsanalysen, er det med rimelig sikkerhed at vi har identificeret de to gener som api5 
og mcrs1. 
3.5 Delforsøg 4 – Test for kompleksdannelse 
For at undersøge hvorvidt der sker en kompleksdannelse mellem NDRG2 og api5/mcrs1, skal 
generne i plasmiderne udtrykkes samtidig i samme gærcelle. Til dette benyttes gær-2-hybrid-
systemet, hvor der findes flere metoder til at transformere begge plasmidringe ind i 
gærcellerne. 
Mating er en metode, hvorved to gærstammer, der hver især indeholder én type plasmid, 
parres for at danne én celle med plasmider fra begge gærstammer. Først transformeres 
plasmiderne med de forskellige gener ind i hver sin gærstsamme. Herefter fusionerer de to 
gærstammer, og danner derved nye gærceller indeholdende begge plasmider. 
Co-transformation er en metode, hvor én gærstamme får indsat begge plasmider samtidig ved 
transformation. Ved at blande gærstammen med en opløsning af begge plasmider og samtidig 
gøre cellemembranen permeabel, kan cellerne optage plasmiderne. 
Når matingen eller co-transformationen er udført, foretages udpladning på plader med DDO 
vækstmedie. Herved sker en positiv selektion for celler der har optaget begge plasmider. Ved 
udpladning på QDOx vækstmedie undersøges det, om de proteiner, som det oprensede DNA 
koder for, kan danne et specifikt kompleks med NDRG2. Hvis plasmiderne er optaget, vil der 
forekomme vækst på DDO pladerne og hvis der dannes et proteinkompleks, vil der vokse blå 
kolonier på QDOx pladerne. 
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3.5.1 Metode 
Testen for kompleksdannelse blev udført i alt fire gange. Dette skyldes at de første tre forsøg, 
på grund af tekniske problemer, ikke lykkedes. De fire forsøg kaldes 4A-D. 4A er en mating 
med de otte kandidater, A-D og I-IV. I 4B-4D anvendes kun fire af kandidaterne. Disse fire er 
I+A, api5, samt II+C, mcrs1. En oversigt over de fire forsøg ses i Tabel 3. 
Forsøg nr. Benyttede kandidater Metode Plasmid oprindelse Resultat 
4A I, II, III, IV, A, B, C, D Mating Cathy Mitchelmore 1 Mislykket 
4B I, A (api5) og II, C (mcrs1) Mating Cathy Mitchelmore 1 Mislykket 
4C I, A (api5) og II, C (mcrs1) Co-transformation Egne (sekventerede) Mislykket 
4D I, A (api5) og II, C (mcrs1) Mating Cathy Mitchelmore 2 Lykkedes 
Tabel 3 viser en oversigt over de fire forsøg der blev udført for at vise kompleksdannelse. I 4A benyttedes otte 
plasmider, i de resterende blev kun fire brugt. Tre af forsøgene foregik med mating og ét af dem med co-
transformation af gærcellerne. De plasmider der blev benyttet stammede fra tre forskellige opformeringer. 
Cathy Mitchelmore 1 og 2 refererer til to separate opformeringer af gærceller indeholdende plasmiderne. Det 
fjerde forsøg gav valide resultater. 
Forsøgene blev udført i kronologisk rækkefølge. I 4A blev der testet for alle otte gener, I-IV 
samt A-D. Disse stammede fra en opformering udført af Cathy Mitchelmore før projektets 
start. Disse plasmider blev også anvendt til 4B, matingen med I+II og A+C. Da der var 
usikkerhed om de udleverede gærceller indeholdte de rigtige gener, jævnfør resultaterne, var 
det hensigtsmæssigt at eliminere den fejlkilde. 4C blev derfor udført med de plasmider der 
blev oprenset i delforsøg 1 og sekventeret under delforsøg 3. Da 4D skulle udføres, var der 
ikke en tilstrækkelig mængde af de sekventerede plasmider tilbage. Cathy Mitchelmore 
foretog derfor en ny udpladning af gærceller med de oprindelige plasmider. 
Mating - forsøg 4A, 4B og 4D 
Ved mating blandes de modificerede gærstammer i hver deres vækstkultur. Matingen foregår 
natten over og dagen efter kan opløsningerne med de matede gærceller plades ud på DDO og 
QDOX plader. Til matingen benyttes to forskellige gærstammer, Y187 og AH109. 
Til 4A fremstilles der ti forskellige cellekulturer med Y187, indeholdende prey* plasmider og 
fire med AH109 indeholdende bait* plasmider. Herefter fremstilles der 21 blandinger af alle 
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Y187-kulturer og AH109-kulterer. Til 4B og 4D fremstilles der blandinger med seks Y187- og 
fire AH109-kulturer, som vist i Figur 10. 
Efter ét døgns mating af blandingerne udplades disse. Der plades ud på både DDO og QDOx 
plader for matingen, 4A, 4B og 4D. DDO pladerne bør vise vækst på samtlige felter, da vækst 
på disse betyder, at gærcellerne indeholder begge plasmider. Hvis api5 og mcrs1 danner et 
kompleks med NDRG2, skal QDOx pladen vise kolonidannelse i felterne markeret med 
prikker. 
Co-transformation - forsøg 4C 
Ved co-transformationen tilsættes begge plasmider til en opløsning af gærceller, sammen med 
enkeltstrenget DNA og PEG/LiAc, der faciliterer optagelsen af plasmiderne. Her benyttes 
gærstammen AH109, se Figur 10.  Der er kun udpladet på DDO for co-transformationen. 
 
Figur 10 viser en oversigt over hvilke gærstammer der indeholder hvilke gener. Den fungerer ligeledes som 
oversigt over hvilke resultater der forventes ved mating og co-transformation. De øverste plader viser de otte 
udvalgte kandidater der benyttes til 4A, hvor den nederste til venstre viser de fire der benyttes til 4B og 4D. De 
øverste rækker viser alle gærkulturer der indeholder plasmider med BD-bait, mens venstre kolonne indeholder 
dem med AD-prey. Nederst til højre vises pladen for 4C, co-transformationen, hvor kun én gærkultur benyttes. 
Prikkerne indikerer de felter på QDOx pladen, hvor der forventes en vækst af gærceller hvis der sker en 
kompleksdannelse og derved udtryk af rapportergenerne. AD er aktivationsdomænet, T er Large-T-antigen, BD 
er bindingsdomænet, N er NDRG2, L er Lamin C, P er p53. 
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Formodningen om vækst i netop de fem felter, stammer fra de enkelte proteiners egenskaber. 
Large T-antigen fungerer som positiv kontrol, og vil derfor give vækst, da det binder sig til 
p53 [Iwabuchi et al., 1993]. Den positive kontrol viser, om metoden er udført korrekt. lam 
(lamin C) og p53 fungerer som negative kontroller. Det er altså proteiner, som forventes ikke 
danner kompleks med api5 og mcrs1 [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. 
Blandingerne, der kun indeholder enten AD eller BD, fungerer ligeledes som negative 
kontroller, da der kun bør ske vækst, hvis disse er bundet til andre proteiner. Vækst på de 
negative kontroller, betyder, at vækst i de forventede felter er falske positiver. NDRG2 
forventes at danne kompleks med mcrs1 og api5. Vækst i felterne med NDRG2 og et af de to 
proteiner, viser, at gærcellerne udtrykker rapportergenerne og derved kan overleve. 
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3.5.2 Resultater 
4A – 1. mating forsøg 
Figur 11 og Figur 12 viser DDO pladerne fra 4A. Det ses på figurerne, at der er vækst i alle 
felterne, og det konstateres derfor, at matingen er vellykket. Kolonidannelsen viser, at begge 
plasmider findes i samme celle og dermed tillader cellerne at vokse på vækstmediet uden de 
to aminosyrer Trp og Leu. 
 
 
Udpladning på QDOx pladerne viste en vækst af gærceller på samtlige felter med protein A, 
samt i den positive kontrol. Resten af felterne var uden vækst. Data er ikke vist her, da 4B gav 
samme resultat. 
Figur 11 viser DDO udpladningen af 
matede gærceller, hver især indeholdene 
to gener til undersøgelse for 
kompleksdannelse. Øverste række 
indeholder -=BD, N=NDRG2, L=lam og 
P=p53. Venstre kolonne indeholder 
AD=AD, I=mcrs1, II=api5, III=api5, 
IV=api5 , T=Large T-antigen. Der er vækst 
på samtlige felter som forventet, hvilket 
viser, at plasmiderne er optaget i cellerne. 
Figur 12 viser DDO udpladningen af 
matede gærceller, hver især indeholdene 
to gener til undersøgelse for 
kompleksdannelse. Øvre række 
indeholder -=BD, N=NDRG2, L=lam og 
P=p53. Venstre kolonne indeholder 
AD=AD, A=api5, B=api5, C=mcrs1, D=api5, 
T=Large T-antigen. Der er vækst på 
samtlige felter som forventet, hvilket 
viser, at plasmiderne er optaget i cellerne. 
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4B – 2. mating forsøg 
Figur 13 viser, at der som i 4A er vækst i alle felterne på DDO pladen, og det kan derfor 
konstateres at matingen er vellykket. Det skal dog nævnes, at der er en betydelig mindre 
kolonidannelse af celler, der bør indeholde generne I, II og C. Dette kan eventuelt skyldes, at 
gærcellerne ikke har haft helt optimale vækstbetingelser under matingen. 
 
Figur 13 DDO plade med 21 prøver. Der er vækst i alle 21 felter, dog mest tydelig i den øverste og tredje række, 
samt i feltet med den positive kontrol. Vækst kan detekteres ved, at gærkolonien er hævet over planen af 
vækstmediet. Kun celler med begge plasmider, pGBKT7 og pACT2, kan vokse på mediet 
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På Figur 14 ses det, at væksten på QDOx pladerne afviger fra det forventede, jævnfør Figur 10. 
Der er vækst i feltet med den positive kontrol, T-antigen + p53, som forventet. Herudover er 
der dog samtidig vækst i samtlige felter der indeholder AD + protein A. Protein A burde, 
ligesom protein II, være api5. Da proteinerne er ens, burde de give samme resultat i forsøget, 
hvilket ikke er tilfældet. Desuden burde api5 kun kunne binde sig til NDRG2 og ingen af de tre 
negative kontroller. Dette tyder på, at protein A ikke er det før undersøgte protein, men at det 
er blevet forbyttet med et andet protein før matingprocessen. De resterende felter er uden 
vækst. Dette var forventet i de negative kontroller, men ikke for NDRG2. Det er umiddelbart 
svært at forklare, hvorfor der ikke forekommer vækst, da den positive kontrol viser at 
metoden fungerer. 
 
Figur 14 viser en QDOx-plade med 21 prøver. Der ses vækst på P+T, samt A+BD, A+N, A+L og A+P. Figur 10 
giver et overblik over, hvilke felter der bør indeholde vækst. Vækst af cellekulturen kan ses ved dannelsen af 
blå kolonier. Kun celler med kompleksdannelse mellem de undersøgte proteiner, og derved udtryk af 
rapportergener, kan vokse. 
4C - Co-transformation 
Co-transformationen viste ingen kolonidannelse på DDO pladerne. Det viser at 
transformationen er mislykket, og at gærcellerne kun har optaget én eller ingen af 
plasmiderne og derfor ikke kan vokse på DDO-medie. Data er ikke vist.  
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4D – 3. mating forsøg 
Figur 15 viser som forventet vækst på samtlige felter på DDO mediet, altså har gærcellerne 
optaget begge plasmider. Det ses dog også, at der er en vækst af svampe fire steder på pladen. 
Disse betragtes som en forurening, der kan skyldes at petriskålene halvvejs i inkubationen har 
været åbnet. Dette har ikke nogen videre betydning for resultaterne. 
 
Figur 15 viser DDO udpladningen af matingen I forsøg 4D. Der ses vækst af gærceller i samtlige felter som 
forventet. Der ses foruden gærceller også en vækst af uidentificerede svampe. 
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Figur 16 viser testen for kompleksdannelse mellem de undersøgte proteiner. Der er vækst i 
alle de fem felter som forventet. Det ses ved væksten af blå gærceller, at NDRG2-I, -II, -A og -C 
komplekserne dannes. Ligesom på DDO pladerne ses der en vækst af svampekolonier på 
pladen, da disse også er blevet fotograferet undervejs i inkubationen. Mere interessant er det 
dog at der ses et blåt skær i alle de felter, der indeholder den negative kontrol Lamin C. 
Normalt viser der sig kun en farve, når gærcellerne, via rapportergenerne, bliver i stand til at 
benytte substratet x-α-gal på pladen. Det ses dog også, at der ikke er en vækst af gærceller i 
disse felter, og den blå farve må derfor betragtes som en baggrundsstøj, altså en omdannelse 
af substratet når der ingen kompleksdannelse sker. Resultaterne betragtes som valide, 
grundet den store forskel i intensiteten af den blå farve og på grund af den tydelige cellevækst 
på NDRG2 felterne samt i den positive kontrol.  
 
Figur 16 viser QDOx udpladningen af matingen I forsøg 4D. Der ses vækst af gærceller i felterne N-I, -II, -A og -
C, samt i den positive kontrol. Der er en antydning af blå farve i kolonnen med L (Lamin C) samt en vækst af 
uidentificerede svampe to steder på pladen. 
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3.6 Delforsøg 5 – Yderligere analyse 
Resultaterne i delforsøg 2 og 3 viser, at der reelt kun er to forskellige gener blandt de otte, der 
er blevet undersøgt. Dette leder til en hypotese om, at de 21 gener, der er fundet ved 
screeningen, er kloner af enten api5 eller mcrs1. De sekventerede gener sammenlignes derfor 
med de 13 resterende gener, der har vist sig at danne kompleks med NDRG2, når de 
udtrykkes.  
På baggrund af resultater fra en restriktionsanalyse, foretaget af Cathy Mitchelmore inden 
dette projekts påbegyndelse, formodes det, at fire ud af de i alt 13 resterende gener er mcrs1, 
og at de resterende ni er api5 [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. For at 
bekræfte dette benyttes en restriktions- og sekvensanalyse, der kan bruges til sammenligning 
med de allerede identificerede gener. Restriktionsanalysen kan benyttes til api5 kandidaterne, 
da de allerede identificerede kloner havde næsten ens længder. Derfor er det sandsynligt, at 
de resterende kandidater vil følge dette mønster, se eventuelt Figur 17. Da der var en 
betydelig forskel på størrelsen af de fire formodede mcrs1 kloner, er en restriktionsanalyse 
ikke nok til at verificere, at kandidaterne virkelig er kloner af mcrs1, se eventuelt Figur 18. Der 
foretages derfor, udover restriktionsanalysen, også en sekventering.l 
3.6.1 Metode   
Der foretages to restriktionsanalyser. Den første undersøger de seks identificerede api5 
kloner samt de andre ni api5 kandidater. Til denne restriktionsanalyse anvendes 
restriktionsenzymet BglII, da api5 indeholder to restriktionssites for dette. Hvis generne er 
ens, vil restriktionsenzymet klippe disse ud i lige store fragmenter, som beskrevet i delforsøg 
2. 
De forventede fragmentstørrelser for skæring med BglII, beregnes ud fra kendskab til det 
anvendte vektorplasmid pACT2, og informationer fra sekventeringen af api5 klonerne. I 
pACT2 findes også to BglII restriktionssites. Beregningen af fragmentstørrelserne kan findes i 
appendiks  III. 
Ved den anden restriktionsanalyse testes de to identificerede mcrs1 kloner og de fire 
yderligere mcrs1 kandidater. Her anvendes XhoI og EcoRI til skæring, da mcrs1 indeholder et 
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restriktionssite for XhoI og pACT2 indeholder ét restriktionssite for hver af disse. 
Sekventeringen udføres på samme måde som ved delforsøg 3, se eventuelt flowdiagram 
appendiks  IV. Resultaterne fra sekventeringen af de fire mcrs1 lignende gener sammenlignes 
med sekventeringsresultater fra delforsøg 3. 
3.6.2 Resultater 
Restriktionsanalyse 
Figur 17 viser resultatet af restriktionsanalysen for de tidligere bestemte api5 kloner og de ni 
api5 kandidater. Som forventet viser billedet en stor ensartethed i antal og størrelse af 
fragmenter. Der er fire fragmenter i alle prøver. Hvis der er en forskel i deres længder, er den 
så ubetydelig, at den ikke kan aflæses på gelbilledet. Da både antallet og størrelserne af 
fragmenterne stemmer overens med de før identificerede gener, må det konkluderes, at 
samtlige api5 kandidater er api5. 
 
Figur 17: Restriktionsanalyse af samtlige api5 kloner. A-IV er de seks identificerede api5 kloner. De resterende 
brønde indeholder ladder og de 9 api5 kandidater. I brøndene indeholdende de klippede plasmider er der 
loaded 15x14 µL opløsning. Der er loaded 3x5 µL ladder. Der ses fire bånd i hver brønd, hvilket betyder, at der 
er klippet ved fire restriktionssites. Størrelserne svarer til de forventede for api5. 
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Figur 18 viser, at både de to identificerede kloner og de fire kandidater alle har tre 
fragmenter. Samtidig ses det, at disse varierer en smule i længde generne imellem. Dette 
resultat var forventet, da de to identificerede mcrs1 kloner også i delforsøg 2 havde forskellige 
længder. Da resultatet ikke er nok til endeligt at bekræfte kandidaterne som værende mcrs1, 
foretages en sekvensanalyse.  
 
Figur 18: Restriktionsanalyse, med enzymet XhoI og EcoRI, af samtlige mcrs1 kloner. Brøndene C og I 
indeholder de to identificerede mcrs1 kloner. De resterende brønde indeholder de fire mcrs1 kandidater og 2x5 
µL ladder. I brøndene indeholdende de klippede plasmider er der loaded 6x14 µL opløsning. Der ses tre 
fragmenter i brøndene, hvilket viser at der er klippet ved tre restriktionssites som forventet for mcrs1. Der er 
en smule variation i fragmenternes størrelser blandt de forskellige kloner. 
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Sekvensanalyse 
Tabel 4 sammenholder resultaterne fra sekvensanalysen. Sekvensanalysen identificerede 
kandidaterne som mcrs1. 
Prøve Forespørgsel Subjekt Resultat Max ident 
7 130 504 mcrs1 99 % 
33 133 570 mcrs1 99 % 
59 137 393 mcrs1 99 % 
67 130 393 mcrs1 98 % 
Tabel 4 viser en oversigt over en databasesøgning efter sekventeringen af de fire yderligere mcrs1 kloner. 
Forespørgsel viser, hvornår den fundne sekvens begynder at matche genet fra databasen. Subjekt angiver, hvor 
mange nukleotider der ligger før det punkt, hvor databasegenet og det sekventerede gen matcher. Max ident 
fortæller, hvor stort sammenfaldet er mellem de to gener og resultat fortæller, hvilket gen forespørgslen er 
blevet identificeret til. 
Tabel 5 viser en oversigt over de forventede fragmentstørrelser efter identifikation af genet 
og dets længde. Sammenlignes tallene fra Tabel 5 med fragmentstørrelserne på Figur 18, ses 
det, at der er overensstemmelse. Dette viser at samtlige mcrs1 kandidater er mcrs1 kloner. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 5 viser kendte fragmentstørrelser samt beregninger for fragmenterne til restriktionsskæringen. XhoI 
skæringssite angiver, hvor i plasmidet XhoI skærer. Manglende basepar betyder, hvor stor en del af genet der 
mangler i det undersøgte plasmid. Længde af fragmenter angiver beregninger af de forventede 
fragmentstørrelser for de pågældende gener. 
 XhoI skæringssite Manglende bp i start Længde af fragmenter (bp) 
pACT2 5052 - 8182 
mcrs1 984 - 1910 
33 - mcrs1 984 504 
926 (1910-984) 
480 (984-504) 
59 - mcrs1 984 570 
926 (1910-984) 
414 (984-570) 
67 - mcrs1 984 393 
926 (1910-984) 
591 (984-393) 
7 - mcrs1 984 393 
926 (1910-984) 
591 (984-393) 
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4 Diskussion 
4.1 Metode - Gær-2-hybrid systemet 
Gær-2-hybrid systemet er en værdifuld metode, der har til formål at klarlægge 
proteininteraktioner i humane celler, ved at undersøge disse i gærceller. En afgørende styrke 
ved metoden er muligheden for at foretage high throughput screeningsforsøg. [Parrish et al., 
2006]  
Siden pionererne Fields og Song for første gang anvendte systemet i 1989 er metoden blevet 
videreudviklet med henblik på at nedbringe fejlkvotienten af forsøgsresultaterne [Lalonde et 
al., 2008; Rual et al., 2005]. Selvom metoden er blevet forbedret, er gær-2-hybrid systemet 
stadig belagt med usikkerheder. Eksempelvis har en omfattende undersøgelse vist, at gær-2-
hybrid systemet har en verifikationsrate på 78 % [Rual et al., 2005]. Statistiske analyser af 
gær-2-hybrid screeninger viser, at raten af falske negative resultater er langt højere end raten 
af falske positive resultater [Huang & Bader, 2008]. Begrebet falske positive resultater 
dækker over, at der er vækst af gærceller, selvom proteinerne ikke danner komplekser i 
humane celler. Falske negative resultater betyder, at der ikke er vækst af gærcellerne, selvom 
proteinerne faktisk interagerer i humane celler. Både selve metoden og det anvendte cDNA 
bibliotek kan være årsag til fejlresultater. Det er derfor ikke tilstrækkeligt kun at teste med 
gær-2-hybrid systemet for at påvise kompleksdannelse i humane celler. 
Der oplistes nogle kritiske punkter ved metoden, der efterfølgende uddybes i teksten. Disse er 
punkter, der skal opfyldes, for at man med gær-2-hybrid systemet kan påvise, at der sker en 
kompleksdannelse mellem bait og prey proteinerne i humane celler. 
1. Bait´s og prey’s fusionering med henholdsvis BD og AD må ikke påvirke proteinernes 
bindingsevner gennem strukturændringer. 
2. Fusionsproteinerne skal foldes korrekt i gærcellerne under den posttranslationale 
modifikation*. 
3. Fusionsproteinerne må ikke blive overudtrykt, da en væsentlig koncentrationsændring 
i forhold til koncentrationer i humane celler kan resultere i et andet bindingsmønster. 
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4. Fusionsproteinerne skal også i humane celler være udtrykt på samme sted og tid. 
5. Fusionsproteinerne skal være i stand til at trænge igennem kernemembranen for at 
kunne aktivere transskriptionen af rapportergenerne. 
6. Der skal indgås et kompromis mellem forsøgets stringens og muligheden for at 
detektere svage bindinger mellem fusionsproteiner. 
Punkt 1 og 2 i oplistningen omhandler, at proteiners unikke funktioner opnås gennem deres 
tredimensionelle struktur. Fusioneringen ændrer den primære struktur af proteinerne; der 
tilføjes enten AD eller BD, altså nogle aminosyrer, til N-terminalen af det undersøgte protein.  
Dette kan påvirke foldningen af proteinet, det vil sige den sekundære og tertiære struktur 
[Lalonde et al., 2008]. Desuden kan det have indvirkning på foldningen, at proteinerne 
translateres i gærceller i stedet for i humane celler. Selvom det molekylære apparat omkring 
den posttranslationale modifikation af proteiner ligner hinanden i eukaryote celler, findes der 
nogle specifikke modifikationer i humane celler [He et al., 2003]. Det er empirisk vist, at det 
som regel ikke ændrer proteinernes struktur at binde sig til AD og BD [Personlig 
kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. 
3. og 4. punkt beskriver, at genreguleringen af proteiner har betydning for proteiners 
mulighed for at danne komplekser. Hvis to proteiner ikke er til stede på samme tid i en human 
celle, kan de ikke danne kompleks i cellen, selvom de teoretisk kunne binde sig til hinanden og 
derfor danner kompleks ved brug af gær-2-hybrid systemet. I dette tilfælde ville der således 
være tale om et falsk positivt resultat. Ligeledes kan overudtryk af de undersøgte proteiner i 
gærceller lede til falske positive resultater. Årsagen til dette er, at det øgede udtryk giver 
anledning til en øget koncentration af fusionsproteinerne, der kan resultere i, at bait proteinet 
udkonkurrerer andre interaktionspartnere [Lalonde et al., 2008]. 
Det 5. punkt kommer ind på, at nogle proteiner ikke er i stand til at trænge igennem 
membraner. Idet fusionsproteinerne skal translokeres fra cytoplasmaet til cellekernen for at 
kunne binde sig til promoteren af rapportergenerne, skal de passere kernemembranen, 
hvilket ikke er muligt for en række proteiner [Lalonde et al., 2008]. 
Det 6. punkt beskriver, at bindingerne mellem proteiner er forskellige.  Proteiner danner 
komplekser via komplementære overflader med bindingsaffiniteter, der varierer med flere 
størrelsesordener. Der er således svage og stærke bindinger, som derudover kan være flygtige 
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eller permanente. Det er svært at have en høj stringens i metoden og dermed en lav rate af 
falske positive resultater, samtidig med at svage bindinger mellem mulige 
interaktionspartnere kan detekteres. [Lalonde et al., 2008] Sensitiviteten af gær-2-hybrid 
systemet kan dog varieres ved at ændre stringensen, eksempelvis ved at tilsætte en inhibitor 
til vækstmediet, der kan dæmpe udtrykket af rapportergenerne, eller ved at tilsætte lidt af 
rapportergenprodukterne til vækstmediet [Joung et al., 2000]. 
Som nævnt tidligere har cDNA biblioteket også betydning for frekvensen af fejlresultater i 
forsøget. Således er konstruktionen af cDNA biblioteket årsag til, at der mangler nukleotider i 
starten af generne. I api5 klonerne mangler der eksempelvis omtrent 216 bp i begyndelsen af 
genet, og i mcrs1 klonerne er der en spredning mellem 393 og 570 manglende bp i starten af 
genet. ORF ligger fra 156 nt til 1670 nt for api5 [NCBI, 2009a] og mellem 195 nt og 1583 nt for 
mcrs1[NCBI, 2009c]. Det vil sige, at api5 mangler ca. 20 aminosyrer, og at mcrs1 mangler 66-
125 aminosyrer.  
Der kan således antages, at andre gener i cDNA biblioteket også mangler et tilsvarende 
omfangsrigt stykke DNA. De manglende aminosyrer spiller formodentlig ikke nogen rolle for 
api5 og mcrs1’s kompleksdannelse med NDRG2. Det betyder, at hverken koden for de to 
proteiners bindingssites med NDRG2 eller aminosyrer, der er afgørende for strukturen af 
proteinet, ligger i begyndelsen af genet. Det kan dog ikke udelukkes, at andre proteiner bliver 
påvirket af, at generne i cDNA biblioteket mangler et stykke i begyndelsen. De tekniske 
vanskeligheder, der må være ved dannelsen af cDNA biblioteket, kan således give falske 
negative resultater.  
Sammenfattende kan det konkluderes, at gær-2-hybrid systemet er belagt med visse 
usikkerheder, og resultater af dette bør verificeres med andre metoder. Til trods for dette 
anvender vi ligesom Cathy Mitchelmore gær-2-hybrid systemet, da det anses som en 
nødvendighed at verificere resultaterne af high throughput forsøget. Vores forsøg er en 
udvidelse, idet der medtages flere negative kontroller og en positiv kontrol. Disse kontroller 
er proteiner, hvis interaktion med NDRG2 er kendt [Personlig kommunikation: Mitchelmore, 
Cathy]. Dermed formindskes sandsynligheden for, at forsøget giver falske resultater.  
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4.2 Resultater 
4.2.1 Identifikation af gener 
I det følgende diskuteres validiteten af de opnåede resultater fra sekvensanalysen i delforsøg 
3. Sekvensanalysen identificerede fem gener som api5 og to som værende mcrs1, som alle 
mangler et betragteligt antal basepar mangler i starten af generne, se Tabel 1. De undersøgte 
gener er mellem 89 % og 96 % identiske med databasens sekvenser. Ud fra disse 
procentsatser kan vi med en god sikkerhed sige, at generne er korrekt identificeret. Der skal 
dog tages højde for, at der sekventeres under 1000 nt. Vi opnår altså ikke informationer om 
hele genet. Det er først når sekvensanalysen sammenholdes med restriktionsanalysen, at 
genernes størrelse og identitet med sikkerhed kan bestemmes.  
På Tabel 1 ses det, at sekvensen for prøve III ikke matcher nogle gener i databasen. 
Bestemmelse af dette gen må vi derfor basere på restriktionsanalysen fortaget i delforsøg 2, 
der kraftigt indikerede, at prøve III ligesom de sekventerede prøver II, IV, A, B og D indeholdt 
api5, se Figur 17. At der intet hit var på genet, kan skyldes, at vi brugte en for lille eller for stor 
mængde DNA til sekventeringen. Det kunne måske også skyldes, at DNA’en ikke er blevet 
renset helt for ethanol, der findes i wash solution anvendt til oprensning af DNA’en [Personlig 
kommunikation: Mitchelmore, Cathy], jævnfør  IV. En tredje mulighed er, at template 
suppresion reagent ikke har adskilt de enkeltstrengede DNA fragmenter ordentligt, så de 
klumper i kapillæren i sekventeringsmaskinen. 
En sammenligning af sekvensen for prøve III med sekvensen for prøve II illustrerer, at 
sekventeringen af prøve III er gået galt, se Figur 19 og Figur 20. Her ses, at toppene for prøve 
III ligger oven i hinanden, hvorfor nukleotiderne ikke kan bestemmes. Toppene for prøve II 
ligger derimod pænt adskilt og kan let aflæses. 
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Figur 19 viser et repræsentativt udsnit af sekvensen fra prøve III åbnet i Chromas Lite. Hver top og tilhørende 
bogstav repræsenterer ét nukleotid i DNA strengen. Et N betyder, at programmet ikke har kunnet bedømme, 
hvilken base der er blevet læst. Denne sekvens indeholder relativt mange uidentificerede nukleotider og kunne 
ikke matches med NCBI’s database. 
 
Figur 20 viser et repræsentativt udsnit af sekvensen fra prøve II åbnet i Chromas Lite. Hver top og tilhørende 
bogstav repræsenterer en base i DNA strengen. Denne sekvens har en meget tydelig adskillelse af toppe og kan 
derfor læses korrekt og matches med sekvensen for api5 i NCBI’s database. 
Da vi kun benytter os af restriktionsanalysen til at identificere prøve III, kan der ikke 
konkluderes med helt samme sikkerhed som de sekventerede gener, at dette gen er api5. Det 
samme gælder for de ni gener, der i delforsøg 5 sammenlignes med de seks sekventerede api5 
gener. Vi mener dog stadig, at det er usandsynligt at generne er fejlbestemt. En 
fejlbestemmelse vil kræve at et andet genet har samme størrelse som api5 og samtidig har 
restriktionssites for bglII de samme steder som i api5 genet. 
I delforsøg 5 identificeres yderligere fire gener som værende mcrs1, hvilket sker ved hjælp af 
sekvensanalyse. Her ses det, at genernes sekvenser er mellem 98 % og 99 % identiske med 
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gener i databasen, hvilket, sammenholdt med restriktionsanalysen, giver en stor sikkerhed for 
at de er identificeret korrekt. 
Brugen af sekventering er generelt en pålidelig metode til at bestemme gener, selvom 
sekvenserne indeholder en hvis procentdel nukleotider, der ikke kan bestemmes. Når dette 
sammenholdes med restriktionsanalysen, mener vi at have bestemt de sekventerede gener 
med stor sikkerhed. 
4.2.2 Test for specifik kompleksdannelse 
I vores forsøg med test for specifik kompleksdannelse måtte vi lave flere forsøg, da de første 
slog fejl. De vigtigste resultater fra disse forsøg diskuteres i det følgende.  
Både DDO pladerne for delforsøg 4A og 4B viser, at plasmiderne er optaget i gærcellerne. Ved 
4B forekommer der dog ikke så tydelig vækst ved I, II og C på DDO pladen, hvilket kan skyldes, 
at gærcellerne ikke har haft optimale vækstbetingelser. En anden forklaring kunne være, at 
matingen ikke er forløbet optimalt og cellerne derfor ikke vokser med samme hastighed. 
QDOx pladerne for 4A og 4B viser kompleksdannelse i gærceller, som indeholder prøve A og 
alle afprøvede interaktionspartnere, samt vækst på den positive kontrol. Vækst på den 
positive kontrol med T-antigen og p53 var forventet. Kompleksdannelse for alle A prøverne 
var dog ikke forventet. Både prøve A og prøve II indeholder api5. Derfor burde der også kunne 
ses kompleksdannelse ved felterne med prøve II. Når der kun er vækst af celler med den ene 
api5 klon, må der være sket en fejl. Dette bekræftes af, at api5 danner kompleks med BD, 
Lamin C og p53, hvilket det ikke burde. Derfor går vi ud fra, at de observerede resultater ikke 
er gyldige. 
Det er ikke til at sige, præcist hvad der er gået galt ved 4A og 4B. Det er usandsynligt, at der er 
blevet lavet fejl under matingen, da udpladningen gav samme resultat to gange. En anden 
mulighed er, at nogle af gærcellerne er blevet forbyttet inden vi fik udleveret dem til 
udpladning. Dette synes at være den mest sandsynlige forklaring på QDOx pladerne. 
Ved forsøget med co-transformation sås der ingen vækst på DDO pladerne. Et sådant resultat 
kan forklares med, at et eller begge plasmider ikke er blevet optaget. Dette kan skyldes, at 
gærcellemembranen er for rigid, eller ikke har åbnet sig nok.  
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Resultatet af DDO pladerne for 4D viser vækst på alle felter, hvilket betyder at begge 
plasmider er optaget. På Figur 16 ses QDOx pladen med tydelige blå gærceller på N-I, -II, -A, -
C, samt P-T. Da ingen af de negative kontroller viser vækst, og den positive kontrol gør, 
betragter vi resultaterne som valide. Der er et svagt blåt skær på alle felterne indeholdende 
Lamin C, men der ses ingen kolonidannelse, og dette kan derfor antages at være 
baggrundsstøj [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. Derudover ses der to kolonier 
af svamp, der kan tilskrives forurening af pladen.  Dette vurderes ikke at have afgørende 
betydning for resultaterne [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. 
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4.3 Interaktion mellem API5 og NDRG2 
API5 er stadig et relativt uudforsket protein, men ud fra forsøg kunne det påvises at api5 har 
en hæmmende effekt på E2F-induceret apoptose [Morris et al., 2006]. Målinger har også vist, 
at der i tumorceller er en opregulering af API5 genet [Krejci et al., 2007]. Disse faktorer giver 
anledning til en hypotese om, hvorledes API5 fungerer som en tumorfremmer. I modsætning 
til API5 er NDRG2 nedreguleret i tumorer. Dette indikerer, at API5 kan fremme cancer, og at 
NRDG2 kan hæmme cancer. 
På Figur 21 ses en model over API5’s funktion som suppressor af E2F-induceret apoptose 
samt over NDRG2’s fremmende effekt på E2F-induceret apoptose. Normalt fører E2F til 
celledeling men E2F kan ved ukontrolleret celledeling også sende cellen i apoptose [Alberts et 
al., 2002]. Vores hypotese er, at NDRG2 virker som en tumorsuppressor ved at påvirke E2F-
induceret apoptose i cancerramte celler via API5. Da der vides meget lidt om E2F-induceret 
apoptose, kan hypotesen ikke uddybes nærmere. 
 
 
Figur 21 viser en model af sammenspillet mellem NDRG2, API5 og E2F i forhold til apoptose og celledeling. 
Normalt fører E2F til celledeling (grøn pil), men E2F kan ved ukontrolleret celledeling også sende cellen i 
apoptose (rød pil). NDRG2 kan have en hæmmende effekt (T) på API, som normalt hæmmer den E2F-
inducerede apoptose (T). 
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I dette forsøg er det api5 fra mus der er benyttet til at bekræfte bindingen mellem NDRG2 og 
api5. Da aminosyresekvenserne af isoform b af API5 og api5 fra mus er 98,8 % identiske, se 
appendiks  V, og da isoform b har samme antal aminosyrer som api5 fra mus [NCBI, 2009a], er 
det meget sandsynligt, at isoform b af det humane API5 også vil kunne binde til NDRG2. 
4.4 Interaktion mellem MCRS1 og NDRG2 
MCRS1’s funktion tyder på at være omfattende. To undersøgelser har sat MCRS1 i forbindelse 
med genregulering [Du et al., 2006; Bader et al., 2001], og flere andre viser, at proteinet har en 
positiv effekt på cellers levedygtighed [Zhang et al., 2006a; Hirohashi et al., 2006]. PTEN’s 
hæmning af MCRS1 sætter det derudover i forbindelse med cancerudvikling. Tilstedeværelsen 
af et FHA domæne i proteinet styrker alle disse formodninger. Vores hypotese er, at NDRG2 
ligesom PTEN kan hæmme MCRS1 og derved forringe cellers levedygtighed. Dette ses 
illustreret på Figur 22. Da NDRG2 binder sig til FHA domænet på MCRS1, er det rimeligt at 
antage, at det hæmmer nogle af funktionerne associeret med dette. 
Da NDRG2 og MCRS1 primært lokaliseres i henholdsvis cytoplasmaet og cellekernen [Zhang  
et al., 2006a], er det sandsynligt, at de kun danner kompleks ved unormale omstændigheder. 
Det kunne være ved hypoxia, som kan forekomme i cancerramte celler [Foghsgaard et al., 
2001]. 
 
 
Figur 22 viser en model af sammenspillet mellem NDRG2 og MCRS1 i forhold til cellens levedygtighed ved 
hypoxia. MCRS1 har en positiv effekt på cellers levedygtighed (rød pil). NDRG2 kan have en hæmmende effekt 
(T) på MCRS1, som resulterer i, at de cancerramte cellers levedygtighed forringes. 
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5 Konklusion 
De 21 formodede interaktionspartnere til NDRG2 identificeres som mcrs1 og api5 ved hjælp 
af restriktions- og sekvensanalyse. Endvidere vises det, at humant NDRG2 danner specifikke 
komplekser med mcrs1 og api5 fra hjernen hos mus musculus i et gær-2-hybrid system, 
hvilket bekræfter resultaterne af Cathy Mitchelmores high throughput forsøg. 
På baggrund af den formodede funktion af NDRG2 som tumorsuppressor opstilles der to 
hypoteser om, hvilken rolle NDRG2´s kompleksdannelse med mcrs1 og api5 spiller i 
tumorceller. NDRG2 tænkes at kunne fremme E2F-induceret apoptose i cancerramte celler 
ved at hæmme api5. Derudover opstilles hypotesen om, at NDRG2 hæmmer MCRS1´s effekt på 
cellers levedygtighed i cancerramte celler. Der er dog ikke tilstrækkeligt eksperimentelt 
grundlag til at drage klare konklusioner om NDRG2´s funktion ud fra interaktionspartnerne 
mcrs1 og api5. 
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6 Perspektivering 
Dette projekt er et led i grundforskningen af NDRG2, og i forlængelse af dette kan der udføres 
forsøg både for at verificere vores resultater og for at be- eller afkræfte vores hypoteser. 
Resultater af en gær-2-hybrid screening bør altid efterprøves på grund af dets rate af falske 
resultater, jævnfør afsnit Metode - Gær-2-hybrid systemet  4.1. Til dette formål kan der 
eksempelvis udføres et co-affinity purification forsøg* in vitro [Rual et al., 2005; Li et al., 
2004]. 
I det eksperimentelle arbejde i dette projekt anvendes et cDNA bibliotek over proteinerne i 
musehjernen. Selvom der er stor lighed mellem proteinerne i muse- og menneskehjernen, 
kunne der med fordel undersøges for kompleksdannelse mellem proteiner kun fra 
mennesker. Desuden kunne der anvendes cDNA biblioteker over andre væv eller klonede ORF 
biblioteker*. Klonede ORF biblioteker vil sandsynligvis give mindre fejlrater i gær-2-hybrid 
screeninger [Huang & Bader, 2008]. 
I dette projekt er proteinkomplekser blevet undersøgt i gærceller, men et vigtigt skridt i den 
videre forskning er at undersøge komplekserne i mammale celler. Co-immunoprecipitation 
forsøg* eller mammalian-2-hybrid metoden* kan anvendes til dette [Personlig 
kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. 
I litteraturen findes der allerede publikationer om NDRG2´s interaktioner med MCRS1, i 
hvilke der blandt andet gøres rede for lokaliseringen af MCRS1’s bindingssite for NDRG2 
[Zhang et al., 2006a]. Da vi har vist, at NDRG2 danner kompleks med api5, er det interessant 
at undersøge, hvilke dele af API5 der koder for bindingssitet. API5 findes i fire udgaver, hvoraf 
isoformen b ligner api5 fra mus mest. Det kan undersøges, om isoform a og c ligeledes kan 
danne kompleks med NDRG2. Yderligere findes en isoform på 25 kDa der mangler aminosyrer 
i N-terminalen [Krejci et al., 2007]. Det kunne være interessant at undersøge, om denne 
version interagerer med NDRG2, da dette vil kunne give svar på, hvor API5 binder til NDRG2. 
Dette kan blandt andet gøres med gær-2-hybrid systemet, ved at teste for kompleksdannelse 
mellem NDRG2 og fragmenter af API5. 
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Nogle af API5 isoformerne er opreguleret i mindst én type leukemi [Krejci et al., 2007]. Det 
kunne derfor være interessant at se på, om denne opregulering også finder sted i andre 
cancerramte væv. Da API5´s funktion sandsynligvis påvirkes af NDRG2, kan der blandt andet 
undersøges, hvordan API5, ved konstant koncentration, virker med varierende koncentration 
af NDRG2. Herudover kunne det være interessant at se på hvilken effekt NDRG2 har på dets 
komplekser med API5 og MCRS1 i raske og cancerramte celler, herunder cancerceller fra 
forskellige væv. Man kunne benytte sig af siRNA-knockdown* af NDRG2 i normale celler samt 
cancerceller til at undersøge effekten af mangel på NDRG2 protein i disse væv [Hirohashi et 
al., 2006]. 
Derudover kan det undersøges, om API5 og NDRG2 er co-lokaliseret i cellen ved immuno-
fluorescence forsøg* eller western blots* [Personlig kommunikation: Mitchelmore, Cathy]. 
Resultaterne kunne blandt andet vise, hvor i cellen kompleksdannelserne sandsynligvis 
foregår, hvilket er interessant, da nogle interaktioner kun foregår i bestemte lokalisationer i 
cellen, hvor det omgivende miljø danner specifikke rammer for kompleksdannelsen og 
muliggør denne [Lalonde et al., 2008]. 
Endvidere er det en udfordring at analysere de strukturelle, termodynamiske og kinetiske 
egenskaber af interaktionerne. Til dette formål kan surface plasmon resonans undersøgelser* 
foretages [Lalonde et al., 2008]. 
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7 Ordforklaring 
Alternative splicing:   
Ét primær transskript af et gen kan ofte modificeres på forskellige måder, idet exons kan 
sættes sammen i varierende rækkefølge, eller idet nogle exons skæres væk sammen med 
introns. Alternativ splejsning er således en årsag til, at ét gen kan resultere i forskellige 
mRNA og dermed i forskellige proteiner. 
Alternative translation initiation:   
Translationen kan initieres ved forskellige startkodons af et mRNA. Alternativ translation 
initiation kan således være årsag til, at der dannes to forskellige proteiner fra samme 
mRNA.  
Apoptose:  
Programmeret celledød. Ved denne proces nedbrydes DNA’en til mindre fragmenter og 
cellens organneller nedbrydes. Cellen krymper sig sammen og omdannes til små blærer, 
også kaldet blebbing, hvor cellens dele er pakket ind. Herefter vil specialiserede 
leukocytter gradvist nedbryde cellen og dermed forhindre, at omkringliggende celler 
bliver skadet. Inducering af apoptose kan forekomme via eksterne signaler eller interne 
signaler. Eksempelvis kan cellerne som en forsvarsmekanisme inducere apoptose, hvis 
DNA’en er for beskadiget til at blive repareret. 
cDNA bibliotek:  
Et complementaryDNA (cDNA) bibliotek dannes mRNA fra et udvalgt væv. Måden, hvorpå 
et cDNA bibliotek dannes, er ved at udnytte enzymet reverse transcriptase. Altså er et 
cDNA bibliotek en samling af udtrykte gener fra det udvalgte væv. 
Co-affinity purification forsøg: 
Forsøg, i hvilket et proteins interaktionspartnere kan findes. Princippet er, at et protein 
mærkes med f.eks. nogle aminosyrer og derved får affinitet til et bestemt stof og kan 
oprenses fra en opløsning af mange proteiner. Mulige interaktionspartnere kan oprenses 
sammen med proteinet. 
Co-immunoprecipitation fosøg: 
Forsøg, i hvilket et proteins interaktionspartnere kan findes. Princippet er, at et protein 
kan trækkes ud af en opløsning af mange proteiner ved hjælp af specifikke antistoffer, 
kaldet immunoprecipitation. Interaktionspartnere co-immunoprecipiteres og kan derved 
detekteres. 
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Domæne:  
Et domæne er en strukturel og funktionel enhed af et protein. De fleste proteiner består af 
mere end et domæne, der karakteriseres ved at være en stabil helhed uafhængigt af 
mulige andre domæner i proteinet.  
Immuno-fluorescence forsøg:   
Metode til at visualisere den subcellulære distribution af eksempelvis proteiner og DNA 
ved anvendelse af specifikke antistoffer, der er mærket med fluorescerende farvestoffer. 
Fusionsprotein:  
Et fusionsprotein opstår ved den samtidige ekspression af to gener, som indsættes efter 
hinanden. De to gener sammensmeltes, idet stopkoden af det første gen fjernes, og 
transkriberes som ét gen. 
Glioblastoma:   
En ondartet svulst i hjernens støttevæv, glia. Den mest almindelige og mest aggressive 
type af hjernecancer. 
HeLa celler:  
Cancerceller, som formerer sig livligt og har evnen til ”uendelig” vækst. De kan herudover 
overleve på simple vækstmedier og har opnået stor anvendelse indenfor blandt andet 
cancerforskning og cellebiologi. 
 
Hypermetylering:   
Modifikation af DNA, hvormed genekspressionen af det hypermetylerede område, 
nedsættes. 
Hypoxia:   
Tilstanden af iltmangel eller mangel på at kunne udnytte ilt i en celle. 
Klonede ORF biblioteker:  
Et open reading frame (ORF) bibliotek er en del af en organismes genom, hvis sekvens af 
baser har potentialet til at kode for et protein. Start- og stopkoden for en given ORF er 
ikke tilsvarende en mRNA, men kan ofte findes inden i en mRNA sekvens. Således kan der 
mellem start- og stopkoden af en mRNA sekvens være en del af denne, som koder for en 
given ORF. 
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Mammalian-2-hybrid metode:   
En videreudvikling af gær-2-hybrid systemet, hvor der benyttes mammale celler i stedet 
for gærceller for eksempelvis at skabe bedre forhold for en mammalsk protein-protein 
interaktion. 
Posttranslational modifikation:  
Kemiske modifikationer af et protein efter dets translation. Dette kan eksempelvis ske 
ved at ændre proteinets struktur, ændre den kemiske egenskab af en aminosyre eller ved 
at sætte proteinet sammen med andre funktionelle grupper. 
siRNA-knockdown:   
Metode til at reducere eller helt at forhindre, at gener bliver udtrykt. Der anvendes small 
interfering RNAs (siRNAs), der er komplementær til det mRNA, hvis translation ønskes 
forhindret. siRNA binder sig til mRNA og forhindrer dermed, at det kan translateres. 
Surface plasmon resonans undersøgelse:   
Metode til at undersøge overfladen af f.eks. biologiske polymerer, som DNA eller 
proteiner. Når surface plasmons, der er fluktuationer af elektrondensiteten på 
overgangen mellem to materialer, eksciteres af lys, kaldes det surface plasmon resonans. 
Surface-plasmon-resonans-målinger kan bruges til at detektere biologiske molekylers 
adsorption, som er akkumulationen af atomer eller molekyler på overfladen af et 
materiale. 
Transformation:  
Transformation er i molekylærbiologien betegnelsen for optagelsen af DNA i bakterier, 
gær eller andre organismer. Verbet - at transformere - betyder således at indsætte DNA-
materiale ind i en celle. Det skal ikke forveksles med transformationen, altså 
forandringen, af normale celler til tumorceller. 
Western blotting:   
Metode, hvorved proteiner kan identificeres. Proteiner overføres til en membran og 
analyseres ved hjælp af specifikke antistoffer. Metoden kaldes også immunoblotting. 
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8 Materialeliste 
Oprensning af DNA 
Genelute Plasmid Miniprep Kit, forhandlet hos Sigma indeholdende patenterede opløsninger: 
 
Resuspension solution:   
Neutralization solution:   
Lysis solution:   
Preparation solution:   
Optional wash solution:   
Wash solution:   
Elution solution:   
 
Analyse af gener - restriktionsanalyse 
Restriktionsenzymer:   EcoRI, XhoI, BglII (New England Biolabs) 
 
1 % agarose gel:  1 g agarose (Invitrogen)   
   100 mL 1 x TBE buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.4,  
   90 mM Boric acid, 10 mM EDTA; Invitrogen)  
   10 µL ethidiumbromide (4 mg/ml, Sigma). 
 
Quick Load 2-Log DNA ladder: Forhandler: New England Biolabs  
   0,1 µg DNA pr. μl 
 
Loading buffer (6X):   10 mM Tris-HCl, pH 7,6, 60 mM EDTA, 60% glycerol and 
0.03% (w/v) bromophenol blue. 
 
Buffer H (10X):    500 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM MgCl2, 1 M NaCl, 10 
mM dithiothreitol (GE Healthcare). 
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Sekvensanalyse 
Ready Reaction Mix:  Forhandler: Applied Biosystems 
 
Primer (5’ pACT2):  5’-CGATGATGAAGATACCCCAC-3’ (3 pm/µl)  
   (DNA Technology) 
 
Template supression reagent:  Forhandler: Applied Biosystems 
 
Isopropanol:  80% Isopropanol/H2O 
 
Mating 
2xYPDA:   50 g YEPD (Invitrogen), 30 mg Adenine hemisulfate 
Ca. 450 ml H2O, 20 µl 50 mg/ml Kanamycin pr. 100 ml 
 
DDO plader (SD/Leu/Trp): 8 g SD Base, 0,19 g DO supplement/-Leu/-Trp 
9 mg adenine hemisulfate, ca. 280 ml H2O, 6 g agar  
 
QDOx-α-gal (SD/Leu/Trp/His/Ade): 8 g SD base, 0,18 g DO supplement/-Leu/-Trp/-His/-
Ade 290 ml H2O, 6 g agar, 50 µl 20 mg/ml X-α-gal pr. 
100 ml  
 
X-α-gal (20 mg/ml):   25 mg X-α-gal, 1,25 ml N,N-dimethylformamide (DMF) 
 
Yderligere analyse 
NEB3 Buffer:  500 mM Tris-HCl pH 7,9, 100 mM MgCl2, 1 M NaCl, 10 
mM dithiothreitol (New England Biolabs). 
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Co-transformation:   
10 mg/ml ssDNA:  Herring testes carrier DNA (Clontech ) 
 
PEG/LiAc: 40% (w/v) PEG 3350 (polyethylen glycol), 100 mM 
LiAc, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA  
 
DMSO:    Dimethyl sulfoxid 
 
TE buffer: 1 ml 1 M Tris-HCl pH 8.0, 200 µl 0.5 M EDTA pH 8.0, 
100 ml H2O 
  
[63] 
 
  
Litteraturliste 
9 Litteraturliste 
Alberts et al., 2002: Alberts, Bruce; Johnson, Alexander; Lewis, Julian; Raff, Martin; Roberts, 
Keith; Walter, Peter (2002): "Molecular Biology of The Cell" (4. udgave). Garland Science, 
London 
 
Bader et al., 2001: Bader, Andreas G; Schneider, Martin L; Bister, Klaus; Hartl, Markus (2001): 
"TOJ3, a target of the v-Jun transcription factor, encodes a protein with transforming activity 
related to human microspherule protein 1 (MCRS1)". Oncogene 20: 7524-7535 
 
Campbell et al., 2008: Campbell, Neil A.; Reece, Jane B.; Urry, Lisa A.; Cain, Michael L.; 
Wasserman, Steven A.; Minorsky, Peter V.; Jackson, Robert B. (2008): "Biology" (8. udgave). 
Pearson, San Francisco 
 
Choi et al., 2003: Choi, Seng-Chul; Kim, Kwang D; Kim, Jong-Tae; Kim, Jae-Wha; Yoon, Do-
Youg; Choe, Yong-Kyung; Chang, Yong-Suk; Paik, Sang-Gi; Lim, Jong-Seok (2003): ”Expression 
and regulation of NDRG2 (N-myc downstream regulated gene 2) during differentiation of 
dendritic cells”. FEBS Lett. 553: 413-418.  
 
Deng et al., 2003: Deng, Yachun; Yao, Libo; Chau, Ling; Sai-Min, Samuel; Peng, Ying; Liu, 
Xinping; Au, Wo-shing; Wang, Jicun; Li, Fuyang; Ji, Shaoping; Han, Hua; Nie, Xuaoyan; Li, Qing; 
Kung, Hsiang-fu; Leung, Suet-yi; Lin, Marie C (2003): "N-myc Downstream-regulated gene 2 
(NDRG2) inhibits glioblastoma cell proliferation". Int. J. Cancer 106: 342-347 
 
Du et al., 2006: Du, Xiulian; Wang, Qiang; Hirohasi, Yoshihiko; Greene, Mark I. (2006): "DIPA, 
which can localize to the centrosome, associates with p78/MCRS1/MSP58 and acts as a repressor 
of gene transcription" Exp. Mol. Pathol. 8: 1184-1190 
 
EBI, 2009: European Bioinformatics Institute (2009): ”EMBOSS Pairwise Alignment 
Algorithms”. http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html (på internettet d. 
27.05.09) 
 
Foghsgaard et al. 2001: Foghsgaard, Lasse; Hulgaard, E.; Clemmensen, I. H.; Nilsen, P. K.; 
Bühring, O. (2001): ”Bogen om kræft”. Kræftens bekæmpelse, Erhvervsskolernes Forlag 
 
Gil et al., 2006: Gil, Anabel; Andrés-Pons, Amparo; Fernández, Elena; Valiente, Miguel; Torres, 
Josema; Cervera, Javier; Pulido, Rafael (2006): "Nuclear Localization of PTEN by a Ran-
dependent Mechanism Enhances Apoptosis: Involvement of an N-Terminal Nuclear Localization 
Domain and Multiple Nuclear Exclusion Motifs". Mol. Biol. Cell 17: 4002-4013 
 
He et al., 2003: He, Hua; Dang, Yongjun; Dai, Fangyan; Guo, Zekun; Wu, Jiaxue; She, Xinyu; Pei, 
Yuan; Chen, Yongjing; Ling, Wenhai; Wu, Chaoqun; Zhao, Shouyuan; Liu, Jun O.; Yu, Long 
(2003): “Post-translational Modifications of Three Members of the Human MAP1LC3 Family and 
Detection of a Novel Type of Modification for MAP1LC3B”. J. Biol. Chem. 278: 29278–29287 
 
  
[64] 
 
  
Litteraturliste 
Hirohashi et al., 2006: Hirohashi, Y; Wang, Q; Liu, Q; Du, X; Zhang, H; Sato, N; Greene, Mark I. 
(2006): "p78/MCRS1 forms a complex with centrosomal protein Nde1 and is essential for cell 
viability". Oncogene 25: 4937–4946 
 
Hu et al., 2004: Hu, Xiao-Lan; Liu, Xin-Ping; Lin, Shu-Xin; Deng, Yan-Chun; Liu, Na; Li, Xia; Yao, 
Li-Bo (2004): ”NDRG2 expression and mutation in human liver and pancreatic cancers”. World J. 
Gastroenterol. 10: 3518-3521 
 
Huang & Bader, 2008: Huang, Hailiang; Bader, Joel S. (2008): “Precision and recall estimates 
for two-hybrid screens”. Bioinformatics 25: 372-378 
 
Iwabuchi et al., 1993: Iwabuchi K, Li B, Bartel P, Fields S. (1993): "Use of the two-hybrid 
system to identify the domain of p53 involved in oligomerization". Oncogene 8: 1693-1696. 
 
Joung et al., 2000: Joung, J. Keith; Ramm, Elizabeth I.; Pabo, Carl O. (2000): “A bacterial two-
hybrid selection system for studying protein–DNA and protein–protein interactions”. Proc. Natl. 
Adac. Sci. U. S. A. 97: 7382-7387 
 
Kim et al., 2000: Kim, Jin W.; Cho, Hyun S.; Kim, Jeong H.; Hur, Soo Y.; Kim, Tae E.; Lee, Joon M.; 
Kim, In-Kyung; Namkoong, Sung E. (2000): "AAC-11 overexpression induces invasion and 
protects cervical cancer cells from apoptosis". Lab. Invest. 80: 587–594 
 
Krejci et al., 2007: Krejci, Pavel; Pejchalova, Katerina; Rosenbloom, Barry E.; Rosenfelt, Fred 
P.; Tran, Elizabeth L.; Laurell, Henrik; Wilcox, William R. (2007): "The antiapoptotic protein 
Api5 and its partner, high molecular weight FGF2, are up-regulated in B cell chronic lymphoid 
leukemia". J. Leukoc. Biol. 82: 1363-1364 
 
Lalonde et al., 2008: Lalonde, Sylvie; Ehrhardt, David W.; Loqué, Dominique; Chen, Jin; Rhee 
Seung Y.; Frommer, Wolf B. (2008): “Molecular and cellular approaches for the detection of 
protein–protein interactions: latest techniques and current limitations”. Plant J. 53: 610–635 
 
Li et al., 2004: Li, Siming; Armstrong, Christopher M.; Bertin, Nicolas; Ge, Hui; Milstein, Stuart; 
Boxem, Mike; Vidalain, Pierre-Olivier; Han, Jing-Dong J.; Chesneau, Alban; Hao, Tong; Goldberg, 
Debra S.; Li, Ning; Martinez, Monica; Rual, Jean-François; Lamesch, Philippe; Xu, Lai; Tewari, 
Muneesh; Wong, Sharyl L.; Zhang, Lan V.; Berriz, Gabriel F.; Jacotot, Laurent; Vaglio, Philippe; 
Reboul, Jérôme; Hirozane-Kishikawa, Tomoko; Li, Qianru; Gabel, Harrison W.; Elewa, Ahmed; 
Baumgartner, Bridget; Rose, Debra J.; Yu, Haiyuan; Bosak, Stephanie; Sequerra, Reynaldo; 
Fraser, Andrew; Mango, Susan E.; Saxton, William M.; Strome, Susan; Heuvel, Sander van den; 
Piano, Fabio; Vandenhaute, Jean; Sardet, Claude; Gerstein, Mark; Doucette-Stamm, Lynn; 
Gunsalus, Kristin C.; Harper, J. Wade; Cusick, Michael E.; Roth, Frederick P.; Hill, David E.; Vidal, 
Marc (2004): “A Map of the Interactome Network of the Metazoan C. elegans”. Science 303: 540-
543  
 
Lusis et al., 2005: Lusis, Erik A.; Watson, Mark A.; Chicoine, Michael R.; Lyman, Meghan; 
Roerig, Peter; Reifenberger, Guido; Gutmann, David H.; Perry, Arie (2005): ”Integrative 
genomic analysis identifies NDRG2 as a candidate tumor suppressor gene frequently inactivated 
in clinically aggressive meningioma”. Cancer Res. 65: 7121-7126 
  
[65] 
 
  
Litteraturliste 
Mitchelmore et al., 2007: Mitchelmore, C.; Büchmann-Møller S. og Jensen, NA. (2007): "The 
NDRG Gene Family and Human Nervous System Disorders”. Congn. Sciences 1: 137-151 
 
Morris et al., 2006: Morris, Erick J.; Michaud, William A.; Ji, Jun-Yuan; Moon, Nam-Sung; 
Rocco, James W.; Dyson, Nicholas J. (2006): "Functional Identification of Api5 as a Suppressor of 
E2F-Dependent Apoptosis In Vivo" PLoS Genet. 17:1834-1848 
 
NCBI, 2009a: National Center for Biotechnology Information (2009): ”apoptosis inhibitor 5 
isoform b [Homo sapiens]”. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5729730?report=genpept 
(på internettet den 30.04.09) 
 
NCBI, 2009b: National Center for Biotechnology Information (2009): "Basic Local Alignment 
Search Tool". http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi (på internettet den 30.04.09) 
 
NCBI, 2009c: National Center for Biotechnology Information (2009): ”Mus musculus 
microspherule protein 1 (Mcrs1), mRNA” http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31980614 
(på internettet den 30.04.09) 
 
NCBI, 2009d: National Center for Biotechnology Information (2009): ”apoptosis inhibitor 5 
[Mus musculus]”. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/94158994?report=genpept (på 
internettet den 30.04.09) 
 
Nelson & Cox, 2008: Nelson, David L.; Cox, Michael M.(2008): "Lehninger Principles of 
biochemistry" (5. udgave). Freeman, New York 
 
Okumura et al., 2004: Okumora, Koichi; Zhao, Mujun; DePinho, Ronald A.; Furnari, Frank B.; 
Cavenee, Webster K. (2004): "Cellular transformation by the MSP58 oncogene is inhibited by its 
physical interaction with the PTEN tumor suppressor”. Proc. Natl. Adac. Sci. USA 102: 2703-
2706   
 
Parrish et al., 2006: Parrish, JR; Gulyas, KD; Finley; RL Jr. (2006): “Yeast two-hybrid 
contributions to interactome mapping”. Curr. Opin. Biotechnol. 17: 387-393 
 
Rual et al., 2005: Rual, Jean-Francois; Venkatesan, Kavitha; Hao, Tong; Hirozane-Kishikawa, 
Tomoko; Dricot, Amélie; Li, Ning; Berriz, Gabriel F.; Gibbons, Francis D.; Dreze, Matija; Ayivi-
Guedehoussou, Nono; Klitgord, Niels; Simon, Christophe; Boxem, Mike; Milstein, Stuart; 
Rosenberg, Jennifer; Goldberg, Debra S.; Zhang, Lan V.; Wong, Sharyl L.; Franklin, Giovanni; Li, 
Siming; Albala, Joanna S.; Lim, Janghoo; Fraughton, Carlene; Llamosas, Estelle; Cevik, Sebiha; 
Bex, Camille; Lamesch, Philippe; Sikorski, Robert S.; Vandenhaute, Jean; Zoghbi, Huda Y.; 
Smolyar, Alex; Bosak, Stephanie; Sequerra, Reynaldo; Doucette-Stamm, Lynn; Cusick, Michael 
E.; Hill, David E.; Roth, Frederick P.;  Vidal, Marc (2005): ”Towards a proteome-scale map of the 
human protein–protein interaction network”. Nature 437: 1173-1178 
 
Zhou et al., 2001: Zhou, Rui-Hai; Kokame, Koichi; Tsukamoto, Yoshitane; Yutani, Chikao; Kato, 
Hisao; Miyata, Toshijuki (2001): ”Characterization of the human NDRG gene family: a newly 
identified member, NDRG4, is specifically expressed in brain and heart”. Genomics 73: 86-97 
 
  
[66] 
 
  
Litteraturliste 
Sobhanifar, 2008: Sobhanifar, Solmaz (2008): "The Yeast Two-Hybrid Assay: An Exercise In 
Experimental Eloquence". http://www.scq.ubc.ca/the-yeast-two-hybrid-assay-an-exercise-in-
experimental-eloquence/ (på internettet d. 15.05.05)  
 
Tewari et al.,1997: Tewari, Manorama; Yu, Min; Ross, Brian; Dean, Charity; Giordano, 
Antonio; Rubin, Raphael (1997): "AAC-11, a novel cDNA that inhibits apoptosis after growth 
factor withdrawal". Cancer Res. 57: 4063-4069 
 
Thomas-Mudge et al., 2004: Thomas-Mudge, R. J.; Okada-Ban, M.; Vandenbroucke, F.;Vincent-
Salomon, A.; Girault, J.-M.; Thiery, J.-P.; Jouan-neau, J. (2004): "Nuclear FGF-2 facilitates cell 
survival in vitro during establishment of metastases". Oncogene 23: 4771-4779 
 
Van den Berghe et al., 2000: Van den Berghe, L.; Laurell, H.; Huez, I.; Zanibellato, C.; Prats, H.; 
Bugler, B. (2000): "FIF [fibroblast growth factor-2 (FGF-2)-interacting-factor], a nuclear 
putatively antiapoptotic factor, interacts specifically with FGF-2". Mol. Endocrinol. 14: 1709-
1724 
 
 Yao et al., 2008: Yao, Libo; Zhang, Jian; Liu, Xuewu (2008): ”NDRG2: a Myc-repressed Gene 
Involved in Cancer and Cell Stress”. Acta Biochim Biophys Sin 40: 625-635 
 
Zhang et al., 2006a: Zhang, Jing; Liu, Junye; Li, Xia; Li, Fuyang; Wang, Lifeng; Zhang, Jian; Liu, 
Xinping; Shen, Lan; Liu, Na; Deng, Yanchun; Yang, Angang; Han, Hua; Zhao, Mujun; Yao, Libo 
(2006); “The physical and functional interaction of NDRG2 with MSP58 in cells”. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 352: 6-11 
 
Zhang et al., 2006b: Zhang, Jian; Li, Fuyang; Liu, Xinping; Shen, Lan; Liu, Junye; Su, Jin; Zhang, 
Wei; Deng, Yanchun; Wang, Lifeng; Liu, Na; Han, Wei; Zhang, Jing; Ji, Shaoping; Yang, Angang; 
Han, Hua og Yao, Libo (2006): “The Repression of Human Differentiation-related Gene NDRG2 
Expression by Myc via Miz-1.dependent interaction with the NDRG2 Core Promoter”. J. Biol. 
Chem. 281: 39159-39168 
  
[67] 
 
  
Appendiks 
10 Appendiks 
I. Gelektroforese 
Gelelektroforese er en værdifuld og brugt teknik, der benyttes når man vil opdele f.eks. DNA-
molekyler eller proteiner i forhold til deres størrelse. Teknikken udnytter den positive eller 
negative ladning af de molekyler, der ønskes undersøgt. Ved at placere molekylerne i en gel og 
derefter føre en spænding over denne, vil molekylerne bevæge sig mod den negative pol, hvis 
de er positivt ladet, og omvendt hvis de er negativt ladet. Gelen yder modstand på 
molekylerne, og denne modstand vokser desto større molekylerne er. Efter et stykke tid med 
spænding over gelen, vil de mindste molekyler have bevæget sig længere end de større på 
grund af forskellen i modstand fra gelen, og de er nu opdelt i deres forskellige størrelser. 
For at kunne aflæse hvor store de forskellige molekyler rent faktisk er, placeres der, 
sideløbende med sine prøver, en blanding af molekyler, kaldet en markør. Da størrelsen på 
alle molekylerne i markøren kendes, fungerer den som en slags lineal, der kan benyttes til at 
bestemme størrelsen af molekylerne i prøverne. Gelen har fået tilsat ethidium-bromid, der 
binder sig til DNA’en i løbet af elektroforesen. Da ethidium-bromid er synligt i UV-lys, bliver 
DNA’ens position synligt og kan aflæses ved bestråling af UV-lys. [Campbell et al., 2008] 
Rent praktisk foregår dette ved at en opløsning med DNA og en blanding af 
farvestof og glukose pipetteres ned i et lille hul i gelen, kaldet en brønd. Farvestoffets funktion 
er dels at DNA’ens position løst kan følges på gelen og dels at lette pippeteringen af DNA i 
brøndene. 
Glukosen bevirker, at opløsningen bliver tung og derfor lægger sig i bunden af brøndene. I en 
eller flere af brøndene pipetteres markøren. Derefter sættes en spænding over gelen og der 
ventes indtil molekylerne har bevæget sig igennem gelen 
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II. Sekvensanalyse 
Afsnittet er skrevet ud fra Lehninger (2008). Den mest udbredte metode til sekventering af 
DNA blev udviklet af Dr. Frederick Sanger i 1975. Metoden, der også betegnes som dideoxy-
metoden, er blevet automatiseret og er blandt andet blevet benyttet til at sekventere det 
menneskelige genom. Med sekventering menes der bestemmelse af rækkefølgen af 
nukleotider i DNA-sekvenser. Dideoxy-metoden benytter sig af DNA-polymerasers egenskab 
til at syntetisere DNA. DNA-polymeraser benytter en primer, en DNA template og frie 
nukleotider for at danne den komplementære streng. I Sanger-metoden udgøres DNA 
templaten af den DNA, der ønskes sekventeret. De frie nukleotider eller deoxy-nukleosid-
trifosfater (dNTPer) bindes af en polymerase til den frie OH-gruppe på primeren. Herved 
frigøres difosfat fra dNTPen, og dennes OH-gruppe eksponeres og kan indgå i binding med 
yderligere nukleotider. Forlængelse af strengen er derfor afhængig af den frie OH-gruppe på 
dNTP. På dideoxy-nukleosid-trifosfater (ddNTP’er) er denne OH-gruppe ikke tilstede, hvilket 
betyder, at syntesen vil stoppe, når en ddNTP sættes på. Hvis man tilsætter en lille mængde af 
f.eks. dideoxy-guanine-trifosfat (ddGTP), vil disse derfor stoppe syntesen, når en ddGTP 
sættes på i stedet for en dGTP. For at kunne syntetisere længere stykker benytter man sig ofte 
af modificerede polymeraser, der har en lavere affinitet for ddNTP. Ved at tilsætte den rette 
mængde ddGTP til sekvensopløsningen, vil man få et antal komplementære strenge med 
forskellig længde, der alle har en ddGTP som sidste nukleotid. Da dideoxy-metoden blev 
udviklet, var det nødvendigt at lave en forlængelsesreaktion med samtlige af de fire ddNTPer. 
I dag kan vi binde fluorescerende molekyler i fire forskellige farver til ddNTPerne, hvilket gør 
det muligt at identificere, hvilken base der sidder for enden af de syntetiserede DNA stykker, 
se Figur II-A 
 
Figur II-A Syntetisering af forskellig lange DNA stykker med fluorescerende ddNTPer [Nelson & Cox, 2008]. 
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For at bestemme rækkefølgen af nukleotider benyttes de syntetiserede stykkers forskellige 
længder. Der foretages en gelelektroforese, hvor de mindre DNA-molekyler bevæger sig 
hurtigere gennem gelen end de større. Der benyttes en kapillær til dette, hvor der ved enden 
sidder en laser og en detektor. Laseren stråler på ddNTPerne, hvis fluorescens måles af 
detektoren. Det er muligt at sekventere DNA på op til ca. 1000 basepar med denne metode. En 
computer kan ud fra dette beregne den oprindelige DNA-strengs sekvens. Et eksempel på 
dette ses på Figur II-B.  
 
Figur II-B Eksempel på computer-genereret sekvens, der er opstillet på baggrund af målingen af fluorescensen 
af ddNTP´er. [Nelson & Cox, 2008]. 
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III. Restriktionsanalyse 
Dette appendiks gør rede for det grundlæggende princip bag restriktionsanalysen. Desuden 
forklares, hvordan de forventede længder af fragmenterne i delforsøg 5 beregnes ud fra 
resultaterne af sekventeringen og kendskabet til det anvendte plasmid. 
I en restriktionsanalyse foretages der en gelelektroforese af klippet DNA-materiale. Der 
anvendes restriktionsenzymer til at skære DNA ved specifikke restriktionssites. Resultatet af 
en restriktionsanalyse er et fotografi af gelen under UV-lys (for en beskrivelse af 
gelektroforese, læs appendiks  I). Hvis DNA´et indeholder restriktionssites, der genkendes af 
de anvendte restriktionsenzymer, klippes strengen og der fremkommer derfor flere bånd for 
hver brønd på billedet. Billedet afslører således, hvor mange restriktionssites for de anvendte 
restriktionsenzymer der er i DNA´et.  Herefter kan de forskellige fragmenters længde 
estimeres ved at sammenligne båndene med en passende ladder, der køres samtidig med 
DNA-prøverne på gelen. 
Hvis der arbejdes med lineært DNA, er der altid ét fragment mere end restriktionssites. I dette 
projekt gennemføres restriktionsanalysen for cirkulær DNA, nemlig plasmidet pACT2. Der vil 
derfor være lige så mange fragmenter som restriktionssites. Restriktionssites for plasmidet 
pACT2 kendes og er afbildet på Figur III-A. Prey genet er indsat i plasmidet lige efter AD for 
GAL4 (betegnet GAL4AD på figuren), mellem de to restriktionssites for restriktionsenzymerne 
EcoRI og XhoI. 
I eksperimentet udføres der tre restriktionsanalyser med hver deres formål. 
Restriktionsanalysen, beskrevet i delforsøg 2, giver et indtryk af de otte geners længde og 
viser antallet af EcoRI og XhoI restriktionssites i de indsatte gener. Formålet med 
restriktionsanalysen udført med BglII, omtalt i delforsøg 5, er at afklare, om de resterende ni 
api5 kandidater kan verificeres som værende api5.  Den første restriktions- og sekvensanalyse 
viser, at de seks indsatte kloner af api5 har næsten samme størrelse. Det forventes derfor, at 
de resterende ni api5 kandidater også følger dette mønster. Med hensyn til de indsatte mcrs1 
gener viser gelelektroforesen, at de indsatte mcrs1 kloner varierer i længde. Når dette er 
tilfældet, er det ikke nok at sammenligne de fire andre mcrs1 kandidater og de to 
sekventerede mcrs1 kloner, ved brug af en restriktionsanalyse. For at verificere, at det rent 
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faktisk er disse gener, er det derfor nødvendigt at sekventere dem. I øvrigt mangler alle 
inserts, både mcrs1 og api5, et stykke af genet i starten. Årsagen til dette er teknikken brugt til 
produktionen af cDNA biblioteket. 
 
Figur III-A viser plasmidet pACT2 der benyttes som vektor for generne i cDNA biblioteket. På figuren oplistes 
placeringen af restriktionssites, gener samt origin of replication på plasmidet for både bakterier og gær. 
Ved at beregne den forventede længde af DNA-fragmenterne bestemmes det, om billederne 
fra gelektroforesen viser, at det er de forventede indsatte gener, der er undersøgt. Dette kan 
så verificeres med en sekvensanalyse, der giver meget troværdige resultater. I det 
efterfølgende forklares, hvordan beregningerne af de forventede fragmentlængder er blevet 
udført ud fra kendskab til inserts og plasmidet. 
Sekvensanalysen viser, hvilke gener der udgør de to inserts. Det vil sige, at længden af inserts 
kendes. Endvidere viser en databasesøgning (NCBI, 2009b), hvor mange basepar der er 
mellem primeren og begyndelsen af genet, samt hvor mange bp der mangler i starten af genet 
indsat fra cDNA biblioteket. Tabel III-A giver et overblik over positionerne af restriktionssites 
i plasmidet og generne samt længder af plasmidet, inserts og de manglende dele af generne. 
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 XhoI EcoRI BglII (a) BglII (b) Længde(bp) bp i start 
pACT2 5052 5061 5046 5142 8182 - 
mcrs1 984 - - - 1910 - 
api5 - - 2024 2657 3702 - 
api5 (II) - - 2024 2657 3702-216 216 
api5 (III) - - 2024 2657 3702- ? ? 
api5 (IV) - - 2024 2657 3702-216 219 
api5 (A) - - 2024 2657 3702-219 216 
api5 (B) - - 2024 2657 3702-216 216 
api5 (D) - - 2024 2657 3702-216 216 
mcrs1 (I) 984 - - - 1910-480 480 
mcrs1 (C) 984 - - - 1910-570 570 
mcrs1 (7) 984 - - - 1910-504 504 
mcrs1 (33) 984 - - - 1910-570 570 
mcrs1 (59) 984 - - - 1910-393 393 
mcrs1 (67) 984 - - - 1910-393 393 
Tabel III-A opsummerer resultater fra sekvensanalysen og data om restriktionssites for XhoI, EcoRI og BglII i 
pACT2 og mcrs1 og api5. For insert III, som ud fra restriktionsanalysen antages at være et api5 gen, lykkedes 
sekvensanalysen ikke; der var ikke noget hit ved databasesøgningen. 
Ved at subtrahere beregnes længderne af fragmenterne. Da fire af de fem kloner af api5 
mangler 216 bp i begyndelsen af genet, beregnes den forventede længde af de ni api5 
kandidaters fragmentlængder med antagelsen om, at de også mangler 216 bp. 
Skæring med EcoRI og XhoI af pACT2 med insert I-IV, A-D, 7, 33, 59, 67: 
  	 
	: 8182  5061  5052  8173 
  	 	
 , ,   ! ": 3702  216  3486  
  	 	
 $: 3702  219  3483  
  	 ø
  	
 ', 33: 984  570  414  
  	 ø
  	
 : 984  480  504  
  	 ø
  	
 7: 984  504  480 
  	 ø
  	
 59, 67: 984  393  591 
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  	   	
 1, ', 7, 33, 59, 67: 1910  984  926 
 
Skæring med BglII af pACT2 med api5 insert: 
  	 
	: 8182  5142  5046  8086 
(!)   	 ø
   	5 	
: 2024  216 * 5142  5061  1889 
(!)   	    	5 	
: 2657  2024  633  
(!)   	 +   	5 	
: 3702  2657 * 5052  5046  1051 
  
  
[74] 
 
  
Appendiks 
IV. Flowdiagrammer 
Oprensning af DNA 
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Restriktionsanalyse 
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Sekvensanalyse 
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Mating 
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Co-tranformation 
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Yderligere analyse 
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V. Aminosyre sekvensanalyse 
 
Analysen er foretaget med EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms værktøjet [EBI, 2009] De 
indsatte sekvenser er api5 fra mus [NCBI, 2009d] og API5 fra mennesker [NCBI, 2009a]. 
